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L’étude des leishmanioses naturelles ou expérimentales chez 
les animaux présente un grand intérét; la leishmaniose natu- 
relledu chien est probablement de méme nature que le kala-azar 
infantile ou méditerranéen, et il est vraisemblable que le chien 
joue un role dans Ja propagation de cette maladie. L’étude des 
leishmanioses humaines est difficile quand on se borne aux 
faits que peuvent fournir l’observation des malades et les 
nécropsies; grace a la réceptivilé de certains animaux pour les 
Leishmania, nous pouvons étudier a loisir, dans les labora- 
toires, beaucoup de problémes d'une grande importance, tels 
que les modes de transmission des Lezshmania et les caractéres 
communs ou distinctifs des différents virus, d’aprés les infec- 
tions auxquelles ils donnent lieu chez différentes espéces 
animales. J’étudierai successivement : 


I. La leishmaniose naturelle du chien; 
II. Les infections expérimentales produites par la L. infan= 


lum; 
IfI. Les infections expérimentales produites par la L. Dono- 


van; 
IV. Les infections naturelles ou expérimentales produiles 
par la L. (ropica. 
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I. — LEISHMANIOSE CANINE NATURELLE 


Tlisrorrque. Repartition. — En 1908, C. Nicolle et C. Comte 
ont publié la premiére observation de leishmaniose naturelle 
du chien (1). Il s’agissait d’un caniche noir, trés amaigri, pré- 
sentant un écoulement purulent d'une des oreilles, asphyxié a 
la fourriére de Tunis. La rate était un peu hypertrophiée. Des 
Leishmania existaient en assez grand nombre dans la rate et 
dans la moelle osseuse, en trés petit nombre dans le 
foie. 

C. Nicolle et C. Comte qui, en 1908, ont examiné 222 cadavres 
de chiens provenant de la fourriére de Tunis, ont constaté que 
4 de ces animaux, soit 1,8 p. 100, étaient atteints de leishma- 
niose (2). De 31 chiens des environs de Tunis, de Gafsa et de 
Sfax examinés, aucun ne fut trouvé infecté. 

Ces faits ont été confirmés par un grand nombre d’observa- 
teurs, non seulement pour la Tunisie, mais pour toutes les 
régions dans lesquelles le kala-azar infantile existe a l'état 
endémique. 

W.-L. Yakimoff et M™° Yakimoff qui ont répété, & Tunis, 
les recherches de Nicolle et Comte sur les chiens de la four- 
riére (3) ont trouvé 5 chiens infectés de leishmaniose sur 299, 
soit une proportion 1,67 p. 100, presque identique a celle 
signalée par Nicolle et Comte. L'infection était légére chez 
2 chiens, forte chez les 3 autres. 

Gray, qui a repris ces recherches a Tunis, a constaté I’ infec- 
tion de 2 chiens sur 127 examinés, soit une proportion de 
1,6 p. 100 (4). 

Enfin C. Nicolle, dans une derniére série de recherches, sur 
les chiens sacrifiés & la fourriére de Tunis, mais qui n’a porté, 
cette fois, que sur les chiens maigres et malades, au lieu de 
porter, comme précédemment, sur l’ensemble des animaux, a 
trouvé que la proportion des chiens infectés de leishmaniose 


) CG. Nicotte et C. Comrr, Acad. des Sciences, 6 avril 1908. 

) CG. Nicoite et C. Comrs, Arch. de l'Institut Pasteur de Tunis, 1908, p. 109. 
) W.-L. Yaximorr eb et N. Koai-Yakimorr, Arch. de UInstitut Pasteur de 
Tunis, 1944, fasc. 4. 
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était de 5,50 p. 100. Cette proportion a été & peu prés la méme 
aux différentes saisons (1). 

En dehors des enquétes systématiques faites & Tunis, 2 chiens © 
atteints de leishmaniose ont été observés, le premier par 
C. Nicolle & Khereddine, pres de La Goulette (Tunisie), le 
second par Langeron, a Tani, en septembre 1914. 

“Ed. Et. Sergent et Senevet ont constaté l’existence de la 
leishmaniose canine & Alger (2). Senevet a trouvé, au prin- 
temps, 3 chiens infectés sur 186, soit 1,6 p. 100 et, en été, 
& chiens infectés sur 45, soit 8,8 p. 100. La leishmaniose 
canine serait donc plus fréquente en été qu’au_prin- 
temps. 

En 1912, daott a septembre, Lemaire, Ed. Sergent et Lhé- 
ritier ont examiné 205 chiens tués a la Crain: d’Alger; 
2 animaux seulement étaient infectés de Lezshmania, soit, a 
trés peu prés, une proportion de 1 p. 100. En 1913, d’avril a 
juillet, les mémes observateurs ont examiné 272 chiens pro- 
venant également de la fourriére d’Alger sur lesquels 7 ont 
été trouvés infectés, soit une proportion de 2,57 p. 400 (3). 
De ces chiffres on ne peut pas conclure a la prédominance au 
printemps de la leishmaniose canine, parce que l’examen des 
chiens n’a pas été fait dans les mémes conditions en 1912 et 
1913. En 1912, les auteurs ont porté le diagnostic aprés 
examen de frottis de rate et de moelle osseuse, tandis qu’en 
1913, ils ont procédé par ensemencement de la moelle osseuse, 
ce qui constitue un moyen de diagnostic beaucoup plus précis 
que l’examen histologique de frottis de la rate et de la moelle 
osseuse. 

Critien a constaté que la leishmaniose était commune a Malte 
chez les chiens, comme chez les enfants; sur 30 chiens exami- 
nés, 3 avaient des Leishmania daus la rate (4). 

Wenyon, qui arecherché a Malte la fréquence de la leishma- 
niose canine, est arrivé 4 un chiffre trés voisin de celui de 


(1) C. Nicoutg, Soc. de path. exotique, 10 juin 1914. 

(2) Ep. et Er. Sercent, Soc. de path. exotique, 12 octobre 1910. — G. Senever, 
méme Soc., 14 février 1912. / 

(3) G. LEMAIRE, Ep. Sercent et A. Lusnizier, Soc. de path. exotique, 8 octobre 
41913. 

(4) A. Crrrien, Arch. de UInstitut Pasteur de Tunis, 1910 et Ann. of trop. 
med. a. parasitol., avril 1911. 
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Critien; sur 46 chiens examinés, 6 ont été trouvés infectés (1). 

D. Alvarés et Pereira da Silva, sur 300 chiens examinés a 
Lisbonne, en ont trouvé 8 qui étaient infectés de leishmaniose. 
Dans une autre série de recherches, P. da Silva a nolé, a 
Lisbonne, 4 chiens infectés, sur 109 examinés, et les Lezsh- 
mania n’ont été recherchées que dans la rate (2). 

G. Pittaluga, en Espagne, a observé 2 chiens infectés de 
leishmaniose aux environs de Tortosa et un troisiéme chien 
infecté & Beninar {province d’Almeria (3)]. 

On sait que de nombreux cas de kala-azar infantile ont été 
signalés depuis quelques années dans I'Italie méridionale, 
principalement en Calabre et en Sicile; la leishmaniose canine 
est enzootique dans les mémes régions. 

R. Jemma, & Palerme, a examiné 227 chiens avec résultat 
négatif au point de vue de la leishmaniose, mais, aux environs 
de Palerme, il a constaté & deux reprises linfection du chien 
dans les mémes localités que le kala-azar infantile; un des 
chiens infectés vivait dans le voisinage immédiat d'un enfant 
atteint de kala-azar (4). 

A Bordonaro, prés de Messine, Basile, sur 33 chiens examinés 
(par ponction du fémur), a trouvé 27 fois des Letshmania; il y 
avait des chiens infectés dans toutes les maisons renfermant 
des enfants alteints de kala-azar (5). 

Si, en Italie, la leishmaniose canine a été signalée dans 
toutes les régions d’endémicité du kala-azar infantile, il s’en 
faut quil y ait une relation étroite et constante entre les 
chiffres de fréquence de ces maladies chez le chien et chez 
l'enfant. A Palerme, Caronia et di Giorgio n’ont trouvé qu'un 
chien infecté sur 1.005 chiens examinés (6) et, & Rome, sur 
60 chiens du dépdt municipal examinés, 16 ont été trouvés 
infectés (7); or, a Palerme, le kala-azar est endémique, tandis 
que la région de Rome parait indemne. 


(1) C.-M. Wenyon, Soc. of trop. med. a. hyg., jan er 1914. 

(2) D. Atvarks, Med. contemporanea, 20 mars 1910. — D. Atvarts et E. Perera 
DA Sitya,.méme recueil, 26 mars 1911 et Arg. do Inst. bact. Camara Pestana, 
iuin 1914. 

(3) G. Prrratuea, Pathologica, 18" mars 1914. 

) R. Jemma, Pathologica, 1°* juin 1910 et 1° aont 1912. 

) G. Bastte, Rendiconti d. R. Accad. dei Lincei, 1910, t. XIX, p. 158. 
) Caronta et pit Groraio, Pathologica, 15 avril 1914. 

) CG. Basie, op. cit. 
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Sur 310 chiens examinés & Marseille par Pringault, 5 ont 
été trouvés infectés de leishmaniose, soit une proportion de 
1,61 p. 100 (1), Jusqwici aucun cas de kala-azar infantile n’a 
6té observé dans la région de Marseille. , 

_ La leishmaniose canine est commune en Gréce. Sur 589 chiens 
examinés a Athénes par |Cardamatis, 81 étaient parasités, soit 
13; 75 p. 100 (2). Sur 48 chiens examinés par Lignos dans 

‘ile d’Hydra, 8 étaient infectés de leishmaniose, soit 16,66 
p. 100 (3); les recherches de Lignos ont été faites de mai a 
octobre 1912. . 

Dschunkowsky et Luhs ont signalé l’existence de la leishma- 
niose canine en Transcaucasie (4); la maladie ne serait pas 
rare dans cette région, d’aprés Marzinowsky (5). 

A Taschkent (Turkestan), W.-L. Yakimoff, M™* Yakimoff et 
N.-J. Schokor, sur 647 chiens examinés d’avril & septembre 
1913, en ont trouvé 157 qui étaient infectés de leishmaniose, 
ce qui donne la forte proportion de 24,26 p. 100 (6). 

Au Soudan, Bousfield a trouvé dans la rate d’un chien qui 
vivait dans la méme hutte qu'un malade atteint de kala-azar 
tres aigu des éléments parasitaires ay paraissent étre des 
Leishmania (7). 

Jusqu’ici, la leishmaniose naturelle du chien n’a pas été 
observée dans les régions ott le kala-azar indien est endé- 
mique. 


Evotution. Symprémes. — La maladie est tantot légére et 
latente, tantot grave; la durée de son évolution, plus ou moins 
rapide, est difficile & fixer, attendu que les débuts sont toujours 


méconnus. 
Dans la forme légére ou latente, la maladie ne peut ¢tre 


1) EK. Prieautr, Soc. de path. exolique, 10 janvier et 10 juin 1914. 
2) J. Ganpamatis, Soc. de path. exotique, 14 fevrier 1912, 
3) A. Lienos, Soc. de path. exotique, 12 février 1913. 
) E Dscuunxowsky et J. Luus, Ixe Congres inlernat. de méd. vétér. , La Haye, 
tembre 1909. 
5) E.-I. Marzinowsky,Soc. de path. exotique, 11 décembre 1912. 
(6) N. Kont-Yaximorr, W.-L. Yaxtworr et N.-J. Scnoxuor, Soc. de path. 
exoliqgue, 11 juin 1913. — W.-L. Yaximorr et N.-J. Scuoxuon, méme (Soc. 
11 mars 1914. 

(7) L. Bousrretp, JJ. R. Army med. Corps, 1910 et Transact.of the Soc. of trop. 


med.a. hyg., avril 1912. 
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reconnue que par les procédés de recherche des Letshmania qui 
seront indiqués plus loin. (V. Diacnostic.) 

Les manifestations cutanées qu’on observe parfois chez 
les chiens atteints de leishmaniose, dépendent en général, 
d’affections parasitaires indépendantes de cette maladie 
(P. da Silva.) 

Dans les formes graves, le symptéme principal, et souvent 
unique, est fourni parl'amaigrissement. Chezcertains animaux, 
le poil tombe par places ou bien de petites ulcérations se pro- 
duisent aux muqueuses buccale, conjonctivales ou nasale. A 
une période avancée de la maladie, les chiens sont apathiques, 
ils restent couchés et, quand on les oblige a se lever, ils mon- 
trent des signes d'une faiblesse surtout apparente dans les 
pattes postérieures. Chez quelques animaux, il existe une véri- 
table parésie du train postérieur. L’anémie est généralement 
peu marquée, l’appétit est conservé jusqu’a la période termi- 
nale; & ce moment, on observe parfois de la diarrhée. La rate 
est souvent hypertrophiée, mais cette hypertrophie est trés 
difficile & constater. La mort se produit d’ordinaire en hypo- 
thermie. Les Leishmania sont généralement assez nombreuses 
pour que leur recherche soit facile dans la moelle osseuse, dans 
la rate ou dans Je foie (V. piacnostic). 

Quelques chiens présentent de la kératite avec opacité con- 
sécutive d’une cornée ou des deux cornées. 

La durée approximative de la maladie varie de trois mois a 
un an (1). 


ANATOMIE PATHOLOGIQUE. — La rate est souvent augmentée 
de volume, elle est ramoliie dans les formes aigués de Vinfec- 
tion, dure, comme sclérosée, chez les chiens qui sont sacrifiés 
i’ une période avancée de la maladie. Le foie peut étre aussi 
augmenté de volume dans les formes aigués, sclérosé dans les 
formes chroniques. La moelle osseuse est rouge, diffluente. 

C'est dans la moelle osseuse que l’on trouve d’ordinaire les 
Leishmania en plus grand nombre ; parmi les viscéres les plus 


(1) Consulter pour la description de la leishmaniose naturelle du chien : 
C. Basire, R. Aecad. det Lincei, 20 novembre 1910; W.-L. Yaximorr et N. Kont- 
Yaximorr, Arch. de l'Inst. Pasteur de Tunis, 1911; G. Lemaing, Ep. Sercent et 
A. Luéartirr, Revue méd. d’ Alger, janvier 1914. 


» 
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atteints, il faut citer en premier lieu la rate, en second lieu le 
foie. On trouve assez souvent des Leishmania dans les gan- 
glions lymphatiques. Les parasites, tres nombreux dans la 
moelle osseuse et dans la rate, chez les chiens atteints d’infec- 
lions aigués graves, sont si rares dans les formes légéres ou 
i la période terminale des infections en voie de guérison que 
leur recherche présente de sérieuses difficultés. 

C. Basile a constaté, & Vautopsie de deux chiens atteints de 
leishmaniose naturelle, la présence de Leishmania dans la 
moelle épiniére, ce qui rendrait compte des sympltomes spi- 
naux assez fréquents & la derniére période de la maladie (4). 
Lacava avait noté précédemment l’existence de Lezshmania 
dans le liquide cérébro-spinal d’un enfant atteint de kala-azar. 

Lemaire, Ed. Sergent et Lhéritier ont signalé l’existence de 
Leishmania dans |’épaisseur de la cornée d’un chien atteint de 
leishmaniose compliquée de kératite (2). 


AGENT PATHOGENE. — Les Leishmania que lon trouve chez les 
chiens infectés naturellement sont identiques, morphologi- 
quement, a celles du kala-azar humain, ce gui me dispense 
d’en faire la description; comme ces derniéres, elles donnent, 
dans le milieu de Novy simplifié, de belles cultures de Fla- 
gellés qu'il est impossible de distinguer, d’aprés leurs carac- 
teres morphologiques, des Flagellés de culture des Leishmania 
Donovan ou des L. infantum. Chez les chiens infectés natu- 
rellement, la répartition des parasites est la méme que chez 
les chiens atteints de leishmaniose expérimentale. Dans les 
deux cas, c’est la moelle osseuse qui est le siége principal 
et parfois unique des Lezshmania; par ordre de fréquence des 
parasites, il faut citer ensuite la rate et le foie. 

Les animaux sensibles au virus humain sont également sen- 
sibles au virus canin. 

Nicolle et Conor ont constaté que le singe était sensible au 
virus canin comme au virus humain du kala-azar et que les 
localisations des parasites étaient les mémes chez les singes 
inoculés avec l’un ou l'autre de ces virus (3). 


(1) C. Baste, R. Accad. det Lincet, 20 avril 1913. 
(2) G. Lemaire, Ep. Surcenr et A. Lutritier, Soc. de path. exotique,11 mars 1914, 
(3) CG. Nicourg et M. Conor, Soc. de path. exotique, 12 juin 1912. 
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On peut produire, chez la souris blanche, des infections 
eénéralisées par l’'inoculation intrapéritonéale du virus de la 
leishmaniose naturelle du chien, comme par l’inoculation du 
virus humain du kala-azar (1). 

Si grandes que soient les ressemblances entre la leishma- 
niose naturelle du chien et la leishmaniose expérimentale 
produite par l’inoculation du virus humain, quelques observa- 
teurs contestent encore l’identité de ces infections. 

Gabbi, Spagnolio et Giugni ont comparé le tableau clinique 
de la leishmaniose naturelle du chien a celui du kala-azar. 
chez l'homme et ont conclu des dissemblances existant entre 
ces tableaux & l’existence d’entités morbides distinctes (2); 
cette comparaison préte & la critique: il est assez naturel en 
effet que homme et le chien ne réagissent pas de la méme 
maniére ; si les observateurs précités avaient comparé le tableau 
clinique de la leishmaniose naturelle du chien, non pas au 
tableau clinique de la maladie chez homme, mais a celui 
de linfection produite chez le chien par Jlinoculation du 
virus du kala-azar, ils auraient vu que, dans les deux cas, 
Vévolution et les symptémes de la maladie élaient les 
mémes. 

Les auteurs italiens objectent, avec plus de raison, qu’il n’y 
a pas de rapport exact et constant entre la fréquence de la 
leishmaniose naturelle chez le chien et celle du kala-azar 
infantile. 

Scordo, Giugni et Moldovan ont recherché comment les cul- 
tures de la Leishmania du chien (infection naturelle) et de la 
L. infantum se comportaient 7n vitro sous action du sérum de 
sujets atteints de kala-azar (3). D’aprés Scordo, les flagellés 
des deux espéces de cultures s’agglutinent, s’immobilisent et 
se désagrégent au bout d’un certain temps, mais ces phéno- 
ménes se produisent avec un notable retard dans les cultures 
de la Leishmania de Vinfection naturelle du chien. Giugni et 
Moldovan, plus affirmatifs, concluent que dans des conditions 


(1) A. Jannor, Soc. de path. exotique, 10 décembre 1913: 

(2) A. Spacnotio et Fr. Gruent, Malaria e malattie dei paesi caldi, 20 aout 
1944, anno V, p. 297. 

(3) F. Scorno, Malaria e malattie dei paesi caldi, 20 aott 1914. — G. Spa- 
GNOLIO et Fr. Gurent, méme recueil, méme numéro. 
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dexpérience identiques, les deux cultures se comportent 
d'une maniére complétement différente. | 

Les phénoménes sur lesquels Scordo, Giugni et Moldovan 
se basent pour distinguer la Leishmania de V'infection naturelle 
du chien de la Leishmania du kala-azar infantile sont bien loin 
détre assez caractéristiques pour trancher la question. En ce 
qui me concerne, j'ai cherché plusieurs fois & obtenir des agglu- 
tinations dans des cultures de Leishmania infantum & Vaide 
du sérum d’animaux en cours d’infection par cette Leishmania, 
ou apres guérison, et les résultats obtenus ont été nuls ou 
incertains. 

Toutes les probabilités paraissent étre en faveur de liden- 
tité de la L. infantum et de la Leishmania de Vinfection natu- 
relle du chien; toutefois il n’est pas douteux que la question 
présente encore des obscurités. Pourquoi le rapport de fré- 
quence de la leishmaniose du chien et de Ja leishmaniose infan- 
tile est-il aussi inconstant? Pourquoi est-il si rare de constater 
lexistence de chiens infectés de leishmaniose dans les maisons 
ou se trouvent des |malades atteints de kala-azar? Enfin si, 
comme cela parait probable, le kala-azar indien est de méme 
nature que le kala-azar méditerranéen, comment se fait-il 
que, dans l’Inde, toutes Jes recherches faites pour découvrir 
des cas de leishmaniose naturelle du chien soient demeurées 
infructueuses? Il est probable qu'il ne sera possible de répondre 
aces questions que lorsque nous connaitrons le mode de dif- 
fusion des leishmanioses. 


_ Monks p’inrection. — Dés 1908, Nicolle a émis l’hypothése 
que la leishmaniose naturelle du chien et le kala-azar infan- 
tile étaient propagés par les puces (1), et quelques faits expéri- 
mentaux ont paru confirmer cette opinion. 

D’aprés Basile, la L. infantum pourrait évoluer dans le tube 
digestif de la puce du chien, Crenocephalus canis, et de la puce 
de Vhomme, Pulex irritans, et ces deux insectes seraient 
capables de propager la maladie chez l'homme, comme chez le 
chien. 

Le méme observateur a réussi & infecter un jeune chien en le 


(1) C. Nicotte, Arch. de l'Institut Pasteur de Tunis, 1908, fase. IH, p. 116. 
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plagant dans une cage voisine de celle d’un chien fortement 
infecté de leishmaniose et ayant de nombreuses puces, qui émi- 
grerent en partie sur le jeune chien. Basile a infecté, d’aulre 
part, une souris en lui inoculant le contenu du tube digestif de 
puces nourries sur des chiens atteints de Jeishmaniose (1). 

Ed. et Et. Sergent, A. Lhéritier et G. Lemaire ont cité le 
fait suivant ¢ une chienne en bonne santé, piquée par de nom- 
breuses puces' nourries sur un chien atteint de leishmaniose, 
s'est infectée; a l’autopsie, on a constaté |’existence de Lezsh- 
mania dans la rate et dans la moelle osseuse (2). 

On peut objecter que la leishmaniose naturelle du chien 
n'est pas rare dans les régions ot ces expériences ont été 
faites et que les procédés employés par les auteurs précités 
pour constater l’absence de Lezshmania chez les chiens soumis 
aux piqtires de puces, la ponction du foie notamment, sont 
tout a fait insuffisants. La chienne de Ed. et Et. Sergent, Lhé- 
ritier et Lemaire, essayée par ponction du foie au début de 
iexpérience, n’a montré, & lautopsie, aucune Lezshmania dans 
le foie, alors quil y avait des Leishmania dans la rate et dans 
la moelle osseuse, ce qui prouve que le procédé de diagnostic 
employé était insuffisant. 

Les inoculations, en apparence positives, faites a différents 
animaux avec le contenu des puces ayant sucé du sang de 
sujets infectés de leishmaniose ne sont pas non plus probantes; 
"infection des puces par des Flagellés qui n’ont rien a faire 
avec les Leishmania est trés fréquente (3) et il résulte des 
recherches de Laveran et Franchini que ces Flagellés des 
puces, de la puce du chien en particulier, Clenocephalus canis, 
peuvent donner lieu, chez certaines especes animales, & des 


(1) C. Basis, R. Acead. dei Lincei, 20 novembre 1910, 8 janvier, 19 février, 
149 mars 1911 et 6 avril 1913. 

(2) Eo. et Er. Sercent, A. Lutritiern et G. Lemartre, Soc. de path. exotique, 
9 octobre 1912. : 

(3) A. Baurour, Journal of Hygiene, 1906, p. 1040 et Second Report of the 
Wellcome research Laboratories, Khartoum, 1906, p. 105. — Patron et Stric- 
KLAND, Parasitology, 1908, p. 333. — G. Sanerore1, Pathologica, 15 janvier 1911. 
— V. Marzocont, Pathologica, 1914, p. ‘256. — A. Portsr, Parasitology, octobre 
4911. — H.-B. Fanruam, Brit. med. Assoc., Liverpool, juillet 1912 et Brit. med. 


Journal, 2 novembre 1912. — Ev, Caarron et Detanoz, Soc. de Biologie, 27 juil- 
let 1912. — W. Nouizr, Arch. f. Prolistenkunde, 17 mai 1912. — H.-B. FantHam 
et A. Porrer, Ann. trop. med. a. parasitol., 30 décembre 1913. — A. LAVERAN, 


Soc. de path. exotique, 1913, t. VI, Bp: 44i5t 
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infections légéres, caractérisées par la présence dans le foie, 
dans la rate et dans la moelle osseuse, d’éléments parasitaires 
ayant une grande ressemblance avec les Leishmania (1). 

D’aprés Basile, les parasites que l'on trouve dans les puces 
infectées sur les enfants ou sur les animaux atteints de 
leishmaniose seraient bien distincts, morphologiquement, des 
Herpetomonas propres aux puces. Cette assertion me parait trés 
contestable; j'ai trouvé chez des puces infectées naturellement, 
et n-ayant cerlainement sucé le sang d’aucun sujet atteint de 
leishmaniose, des parasites qui avaient tout & fait l’aspect des 
Leishmania. 

Massaglia (2), Marshall (3), Pereira da Silva (4), Wenyon (5) 
ont essayé sans succés d’infecter des chiens & Vaide de puces 
ayant sucé du sang d’animaux atteints de leishmaniose; les 
expériences de Wenyon, faites a Malte, dans d’excellentes 
conditions, sont particulitrement intéressantes. Wenyon 
avait amené d’Angleterre 4 chiens; 2 de ces chiens furent 
soumis aux piqtres de nombreuses puces nourries sur un chien 
infecté de leishmaniose; ces deux chiens moururent d’anémie 
el on pouvait supposer quils s’étaient contaminés, mais il fut 
impossible de trouver des Leishmania a l’examen des frottis 
du foie, de la rate ou de la moelle osseuse, et des essais de 
culture donnérent des résultats négatifs. 

D’aprés Basile, les conditions de température ont une grande 
importance dans les expériences de transmission de la leish- 
maniose par les puces; les températures de 18 & 30 degrés 
seraient seules favorables au développement des Leishmania , 
au-dessous de 18 degrés, et au-dessus de 30 degrés, les puces 
ne pourraient pas s’infecter. On s’expliquerait ainsi les résul- 
tats négatifs obtenus par quelques observateurs. On se place 
aussi dans des conditions défavorables a l’expérience quand on 
nourrit les puces sur des animaux faiblement infectés, ayant 
des Leishmania trés rares dans le sang (6). 


(14) A. Laveran et G. Francaint, Acad. des Sciences, 1° septembre et 
3 novembre 1913; Soc. de path. exotique, 8 juillet 1914. | 
2) A. Massactra, Pathologica, 1°" juin 19412. 
3) W.-E. Mansnatt, Jl. R. Army med. Corps, septembre 1912. 

P. pa Suva, Arq. do Inst. bacter. Camara Pestana, 1913, t. VI, fase. 2. 
C.-M. Wenyon, Soc. of trop. med. a. hyg., janvier 1914. 
C. Basitg, R. Accad. dei Lincei, 8 et 19 avril 1914. 
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On concoit que les expériences sur le role des puces dans la 
transmission de la leishmaniose soient difficiles 4 réaliser et 
que, si méme ces insectes ont le role qui leura été altribué par 
Nicolle et Basile, les résullats soient souyent négatifs; les 
Leishmania sont, en effet, toujours rares ou tres rares dans le 
sang des chiens infectés et, d’autre part, la sensibilité des 
chiens au virus humain du kala-azar et méme au virus canin 
n’est pas trés grande. On verra dans le chapitre suivant que, 
pour infecter des chiens avec la L. infantum, il faut leur 
inoculer de trés fortes doses de virus, Avec le virus de la 
leishmaniose canine, on réussit facilement un ou deux passages 
par chiens, mais il est difficile de pousser au dela du troisiéme 
passage (1). 

Les recherches de Franchini tendent & démontrer que les 
Culicides jouent un réle important dans la transmission de la 
L. infantum (2). D’aprés cet observateur, on réussirait assez 
facilement & infecter divers culicides et, en particulier l’Ano- 
pheles maculipennis, en leur faisant sucer soit des cultures de 
Leishmania, soit le produit de la ponction de la rate de sujets 
infectés de kala-azar. Ici, comme pour les puces, on se heurte 
malheureusement & l’objection fournie par lexistence fré- 
quente, dans le tube digestif des moustiques, de protozoaires 
ayant une grande ressemblance avec les Leishmania. D’autre 
part, il ne suffirait pas de démontrer que les Letshmania 
peuvent vivre et se développer dans le tube digestif de certains 
_moustiques, il faudrait prouver que les moustiques ainsi 
infectés sont susceptibles de transmettre la maladie, ce qui n'a 
pas été fait jusqwici. 

Patton qui, en nourrissant des punaises (Cimex rotundatus 
ou C, /ectularius) sur des sujets ayant des Leishmania Donovani 
nombreuses dans le sang, a réussi & observer le développement 
complet des parasites du kala-azar indien dans le tube digestif 
des punaises, a conclu de ses expériences que les punaises sont 
les agents de propagation du kala-azar indien et probablement 
aussi du kala-azar méditerranéen (3). 

(1) C. Nicotte et Marrue Conor, Soc. de path. exotique, 10 juin 1914. 

(2) G. Francuint, Malaria e malattie dei paesi caldi, novembre 1911;-Ann. 0] 
trop. med. a. parasit., mai 1912; Riforma med., 7 septembre et 7 décembre 1912. 


_(3) W.-S. Parron, Scientif, Mem. by Offic. of the med. a. sanit, Dep. of the 
Gov, of India, 1912. N. S:, n° 53. 
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On trouve parfois (rarement il est vrai), chez les punaises, 
comme chez les puces et les moustiques, des Flagellés qui 
peuvent étre confondus avec des formes d’évolution des Leish- 
mania (1); afin de se mettre & Vabri de cette cause d’erreur, 
Patton s’est servi, pour ses expériences, de punaises issues 
d’ceufs, au laboratoire, qui ont été nourries al’ état de nymphes 
sur un malade atteint de kala-azar ayant des Leishmania nom- 
breuses dans le sang; c'est dans les nymphes de C. rotundatus - 
et de C. lectularius ainsi infectées qu’il a pu suivre l’évolution 
des parasites qu’il divise en stades préflagellé, flagellé et post- 
flagellé. 

Les observations de Patton sont trés intéressantes, mais il 
reste & compléter la démonstration qu’il a commencée en 
montrant que les punaises parasitées sont susceptibles de trans- 
mettre infection, ce qui n’a pas été fait Jusqu ici. 

Franchini a essayé sans succes d’infecter des Cimex lectu- 
larius avec des cultures de la L. infantum (2). 

On voit que, malgré les nombreuses recherches entreprises 
pour découvrir le mode de propagation de la leishmaniose 
canine ou de la leishmaniose humaine, la question est encore 


trés obscure. 


Diaenostic. Pronostic. — Gomme on l’a vu plus haut, les 
symptdmes de la leishmaniose canine sont rares et peu carac- 
téristiques, si méme ils ne font pas complétement défaut. 
Liamaigrissement, qui est le symptome le plus constant, 
s’observe dans un grand nombre de maladies. Le seul moyen 
de diagnostic consiste 4 rechercher les Leeshmania et il faut 
bien savoir que la découverte de ces parasites est difficile 
quand ils n’existent qu’en trés petit nombre, comme cela arrive 
dans les formes légéres ou chez les animaux en voie de guérison. 
Méme & l’autopsie, alors qu’on peut multiplier les examens 
histologiques de frotlis de la moelle des os, de la rate et du 
foie, on narrive pas toujours a déceler ainsi existence des 
Leishmania. Laveran et Pettit ont montré quil y avait lieu 


(1) R.-B. AncHiBaLp, Fourth Rep. Wellcome trop. research Labor., Khartoum, 


A941, t. A, p. 179. ae ik 
(2) G. Francarnr, Malaria e malattie det paesi caldi, juin 1911 et Soc. de path. 


exolique, 11 décembre 1912. 
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de recourir dans ces cas & l’ensemencement dans le milieu de 
Novy simplifié qui donne souvent des résultats positifs, alors 
que la recherche directe des parasites en avait donné de néga- 
tifs (1). On a vu plus haut que c’est la moelle osseuse qui con- 
tient, en général, le plus grand nombre de parasites chez le 
chien, c’est donc a l’ensemencement de ce tissu quwil faut avoir 
recours; il est d’ailleurs plus facile d’ensemencer une parcelle 
de moelle osseuse qu’une parcelle de rate. Aprés avoir enlevé 
un fémur, on le scie et on flambe une des surfaces de sec- 
tion, on plonge dans la moelle, généralement ramollie, un 
fil de platine un peu rigide, recourbé en anse & son extré- 
mité, aprés l’avoir flambé; on charge sur l’amse une par- 
celle de la moelle que lon dépose dans l’exsudat liquide 
d'un tube de culture; on peut préparer ainsi plusieurs tubes; 
2 a 3 suffisent en général..Au bout d'un temps qui varie 
avec la richesse en Leishmania du tissu ensemencé on voit 
apparaitre les flagellés caractéristiques. Quand les Lezshmania 
sont extrémement rares, l’apparition des flagellés peut étre tar- 
dive; il faut conserver les tubes de culture pendant un mois 
au moins. Les tubes doivent étre placés dans une étuve a tem- 
pérature constante, réglée a 22 degrés. 

La recherche ies Leash est naturellement plus difficile 
chez le chien vivant que chez le chien mort. L’examen direct 
des tissus, suffisant dans les cas d’infection forte, doit étre com- 
plété ane les cas d’infection faible, avec examens histologiques 
négatifs, par ensemencement du sang ou de lambeaux des 
tissus. 

Nicolle et Conor ont préconisé la ponction du foie pour le 
diagnostic de la leishmaniose du chien, la ponction de la rate 
n’étant pas possible chez cet animal; le siége d’élection est 
le 10° espace intercostal droit & 4 ou 2 travers de doigt des 
apophyses épineuses (2). 

La ponction du foie ne permet de déceler l’existence des 
Leishmania que lorsqu’il s'agit d'infections graves; dans beau- 
coup de cas ce procédé de diagnostic est tout a fait insuffisant. 

L’examen de la moelle des os qui, comme on l’a yu plus 


(1) A. Laveran et A. Perrit, Soc. de path. exotique, 8 décembre 4909. 


(2 sack Nicourg et A. Conor, Arch. de VInst. Pasteur de Tunis, 1910, fase. II, 
p. 109 


fiat 
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haut, est le siége d’élection des Leishmania chez le chien, 
constitue un procédé de diagnostic plus exact que la ponction 
du foie surtout si, en outre de l’examen histologique, on fait 
des ensemencements; il est facile de trépaner le fémur a sa face 
externe. 

Dans les infections fortes, on constate assez facilement par 
Pexamen histologique la présence des Leishmania dans le sang; 
il est indiqué d’examiner, dans les frottis de sang desséché, la 
partie terminale qui renferme des leucocytes en grand nombre, 
on peut aussi faire des préparations un peu Gpaisses que l’on 
colore au Romanowsky sans fixer. 

Novy a conseillé de recueillir 10 cent. cubes environ de sang 
chez le chien suspect et d’ensemencer ayec ce sang une 
vingtaine de tubes de culture (1). J’ai réussi & déceler plusieurs 
fois la leishmaniose du chien en ensemencant 2 & 3 tubes seule- 
ment, chacun avec une dizaine de gouttes de sang; il est trés: 
facile, chez le chien, de prendre aseptiquement du sang dans 
les saphénes externes. 

Il est probable que la leishmaniose naturelle du chien se ter- 
mine souvent par guérison comme la leishmaniose expérimen- 
tale dont il sera question dans un autre chapitre. 


Propaytaxiz. — La prophylaxie de la leishmaniose canine 
est d'un grand intérét attendu que, dans I’état actuel de la 
science, il y a des probabilités pour que la maladie puisse étre 
transmise du chien 8 l'enfant. 

Nous avons vu que le diagnostic ne pouvait étre fait que par 
la recherche des Leishmania chez le chien vivant ou mort; il 
est a désirer que les vétérinaires se familiarisent avec les pro- 
cédés d’examen qui ont été exposés plus haut, qu’ils sachent 
reconnaitre, dans les préparations histologiques, les Leish- 
mania dont Vaspect est dailleurs si caractéristique, et 
qwils puissent procéder 4 la recherche de ces parasiles par 
la méthode de l’ensemencement dans le milieu de Novy 
simplifié. 

Les chiens reconnus atteints de leishmaniose seront abattus 
ainsi que les chiens errants. 


(1) F.-G. Novy, Soc. de path. exotique, 21 juillet 1909. 
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L’importation des chiens provenant de régions contaminées 
sera prohibée. 

Dans les régions menacées, on procédera & des examens 
méthodiques des chiens abattus en fourriére, afin de connaitre 
la fréquence de la maladie, et de se rendre compte des progres 
quelle pourrait faire. 

On ne connait pas de traitement efficace de la leishmaniose 


canine. 
(A survre.) 


RECHERCHES SUR LE PROTEUS VULGARIS 
par Atsreat BERTHELOT. 


(Laboratoire de M. Metchnikoff.) 


Les recherches que je vais exposer portent toutes sur le 
Proteus vulgaris, mais elles forment.cependant deux groupes 
bien distincts. Les unes, en effet, ont eu simplement pour objet 
Vétude critique d’un petit nombre de caractéres différentiels de 
ce microbe : coloration par la méthode de Gram, action sur les 
hydrates de carbone, production de phénol et d’indol, tandis que 
les autres avaient principalement pour but la détermination des 
propriétés pathogénes d'un Proteus d’origine bien déterminée. 
Grace a la bienveillance de M. Metchnikoff et & l’amabilité 
de quelques-uns de mes collégues j’ai pu disposer, pour mes 
recherches, de soixante et une races de Proteus, de provenances 
tres diverses ainsi quel’on peut s’en rendre compte par le tableau 
ci-dessous : 


NUMEROS ECHANTILLONS ISOLES PROVENANCE 


1 4 24 |Par M. Metchnikoff ... Diarrhées infantiles (Paris). 
35 a 40 
45 a 57 
AN — M. Metchnikoff ... Matiéres dune adulte atteinte de 
troubles intestinaux chroniques. 
25 4 34 | — M. D.-M. Bertrand .|  Diarrhées infantiles (Londres). 
43 SIG MBOR: a8 8S. che t Otite. 
44 SE Me he DISSlete ie erem. Viande en putréfaction. 
38 et 59 | —. M. M. Cohendy.. . Vomiques. 
60 — M. D.-M. Bertrand . Otite. 
64 — M. D.-M. Bertrand . Ozeéne. 
42 Identifié par M. Legroux. Collection de l'Institut Pasteur. Ori- 


gine inconnue. Cultivé depuis long- 
temps sur gélose ordinaire. 
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Malgré cette diversité d'origine tous présentaient & un degré 
variable (1) les propriétés suivantes : mobilité, liquéfaction de 
la gélatine, coagulation du lait suivie de la digestion du coagu- 
lum, production d’ammoniaque et d’hydrogéne sulfuré ; toutes 
possédaient donc un ensemble de caractéres qu’accuse toujours 
le microbe décrit par Hauser (2) sous le nom de Prodeus vulgaris 
et étudié dans certains ouvrages récents sous celui de Bacillus 
vulgaris. Au point de vue des propriétés sur lesquelles l’entente 
des bactériologistes n’est pas encore faite (fonction indologéne, 
action sur les sucres) ces races semblaient différer quelque peu 
entre elles; mais, ainsi qu’on le yerra plus loin, j’ai pu établir 
quil s'agissait de différences apparentes et qu’elles apparte- 
naient bien toutes & une seule et méme espéce. 


I. — Le PROTEUS. ET LA METHODE DE GRAM. 


Tous les bactériologistes ne sont pas d’accord sur la maniére 
dont se comporte ce microbe quand on le traite par la méthode 
de Gram. Les uns, et ce sont les plus nombreux et les plus 
anciens, le considérent comme prenant le Gram; les autres 
affirment qu'il se décolore toujours aprés l’action de la solution 
iodo-iodurée. . 

Bien des auteurs ont dt étre frappés de cette divergence 
d’opinions, mais cependant il en est peu qui aient tenté de faire 
cesser l’indécision qui persistait sur ce point important. C’est 
Léon Feltz (3) qui le premier, en 1900, aborda sérieusement ce 
sujet; ses essais portérent sur quatre Proteus d’origines di- 
verses quil étudia tr4s complétement a différents points de 
vue. . 

A Pégard des affinités colorantes, aprés avoir répété maintes 
fois ses expériences dans des conditions variées, il en arriva aux 
conclusions suivantes : « Le Proteus vulgaris prend toujours le 
Gram, mais il faut pour cela opérer sur des cultures jeunes, 
ensemencées sur des milieux ot il pousse bien; ces conditions 


(1) Certains échantillons récemment isolés manifestaient, & la température 
du laboratoire, un pouvoir protéolytique trés faible, mais celui-ci ne tardait 
pas A s’accroitre 4 la suite des passages en milieux usuels. 

(2) Gustav Hauser, Ueber Fdulnissbakterien; ein Beitrag zur Morphologie der 
Spaltpilze, 1885, F. C. W. Vogel, Leipzig. 

(3) Léon Fettz, Le Proteus vulgaris Hauser; Thése de Pharmacie , Paris, 1900. 


—" 
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sont trés importantes pour arriver & de bons résultats. » II 
fit également remarquer qu'il est indispensable de toujours 
employer une solution de violet de gentiane faite, au moment 
du besoin, avec de Veau anilinée récente et que, si l’on veut 
utiliser le violet phéniqué, il est de méme nécessaire qu'il soit 
fraichement préparé. 

Etant donné le soin que Feltz avait apporté a ses recherches, 
il semble que ses résultats auraient df résoudre définitivement 
la question qui nous occupe ; pourtant il n’en est rien et, parmi 
les nombreux auteurs qui ont étudié le Proteus apres lui, bien 
_ peu ont confirmé ses conclusions si catégoriques. 

_ Je ne passerai pas en revue tous les travaux qui, depuis 1900, 
ont eu ce microbe pour objet et je me contenterai d’en citer 
trois, relativement récents. Hs sont d’ailleurs particuliérement 
suggestifs parce quils ont été publiés presque en méme temps, 
qu ils ont porté sur des races isolées dans des lieux fort éloignés 
les uns des autres et quils classent tous les trois le Proteus 
 parmi les especes ne prenant pas le Gram. 

» Dans le premier de ces mémoires, en juillet 1911, C. A. 
_ Herter et C. Ten Broeck (1), de New-York, indiquérent, en 
effet, que les deux Proteus qu’ils ont examinés se décoloraient 
apres l’action de Viode. Dans le second, paru trois mois plus 
tard, E. Glaser et J. Hacla (2), de Vienne, dirent avoir étudié 
16 Proteus Worigines tres diverses et qui étaient tous Gram- 
négatifs. Enfin, en novembre de la méme année, Ch. Cantu (3) 
publia les résultats de recherches entreprises a ’Institut Pasteur 
sur plus de 180 Proteus isoléspar lui, dans les conditions les plus 
variées, et qui tous se décoloraient aprés traitement par la solu- 
tion iodée. 

Si ces divers auteurs avaient précisé la technique de leurs 
essais de coloration, peut-étre aurais-je trouvé l’explication du 
désaccord qui existe entre leurs affirmations et celles de Feltz ; 
mais, comme aucun d’eux n’a donné les détails nécessaires, }’ai 
tenu & me faire une opinion personnelle en ulilisant les 


B (4) C, A. Henver et Carn Trn Broxck, A biochemical study of Proteus vulgaris 
- Hauser. Journal of biological Chemistry, t. 1X, juillet 1911, p. 491. 

- (2) E. Graser et Joser Hacta, Beitrage zur Kenntnis der Proteushakte- 
rien... Zeitschr. f. Immunitétsforschung, 1 Original, t. XI, 14 okt. 1944, p. 310-355. 
(3) Cu. Cantu, Le Bacillus proteus, sa distribution dans la nature. Annales 
de l'Institut Pasteur, |. XXV, novembre 1911, p. 852. 
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61 Proteus que j’avais & ma disposition. Pour chacun de ces 
échantillons d’origines si diverses, j’ai fait plusieurs séries 
d’essais en employant des cultures en eau peptonée ou sur 
eélose ordinaire. L’eau peptonée était une solution & 20 p. 1000 
de peptone pancréatique Defresne; la gélose était préparée avec 
un mélange a parties égales de bouillon de viande non peptoné — 
et de peptone Martin. 


Les préparations étaient faites avec des cultures ayant 7, 24 ou 48 heures 
de séjour 4 37 degrés et établies en six exemplaires pour chaque série. Aprés 
dessiccation spontanée, deux d’entre elles étaient fixées par la chaleur a la © 
maniére ordinaire; deux autres étaient fixées par immersion dans une solu-— 
tion aqueuse saturée de sublimé, contenant 5 p. 1000 d’acide acétique, lavées ; 
4 alcool et séchées A 37 degrés; enfin les deux derniéres étaient arrosées 
avec un mélange a parties égales d’alcool absolu et d’éther que je laissais _ 
s’évaporer sans faire intervenir la chaleur. Ces préparations diversement 
fixées étaient traitées, les unes suivant l’ancienne technique — violet de gen- 
tiane aniliné fraichement préparé, solution iodo-iodurée a 1 p. 300 diode, 
alcool absolu — les autres par la méthode généralement employée aujour- ~ 
@hui — violet de gentiane phéniqué, solution iodo-iodurée au 1/300, décolo- © 
ration par le mélange de Nicolle : alcool absolu 5 volumes, acétone, 1 volume. 
Toutes étaient alors immergées quelques instants dans la fuchsine de Ziehl 
diluée au 41/10 pour recolorer les éléments microbiens devenus inco- 
lores. 


De plus, jen’ai jamais employé de liqueur iodo-iodurée vieille 
de plus de quinze jours et j’ai toujours pris soin de faire une 
décoloration aussi ménagée que possible. Chaque fois que j’ai 
utilisé Valcool-acétone, j’ai suivi scrupuleusement les indica- 
tions données par MM. Nicolle et Remlinger dans leur Précis 
de Technique Microbiologique. Je me suis donc placé dans des 
conditions trés variées, mais, malgré cela, parmi les nombreuses 
races de Proteus que j’ai examinées, je n’en ai pas trouvé une 
seule qui ail pris le Gram. 

Cependant je n'ai pas voulu me contenter de ce résultat et 
j'ai fait encore quelques essais en utilisant des milieux qui me 
semblaient capables d’influencer quelque peu les affinités colo- 
rantes des Proteus cultivés sur eux. Des cultures sur lait et sur 
deux milieux contenant de l’oléate de Na m’ont permis d’ob- 
server, dans des préparations traitées par l’ancienne technique, 
des éléments plus ou moins nombreux encore colorés en violet 
avec une proportion variable de microbes d’aspect granuleux; 
mais les Proéeus provenant des mémes cultures se sont toujours 
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complétement décolorés lorsque je les ai soumis & l’action du 
violet phéniqué et de l’alcool acétoné (1). 

Dans certaines conditions le Proteus peut done acquérir tran- 
sitoirement la propriété de retenir quelque peu la matiére colo- 


_vante apres l’action de Viode, mais ce fait est sans grande 


importance en raison des circonstances exceptionnelles dans 
lesquelles il se produit. I est bon de le noter cependant, car il 


_ prouve une fois de plus la réelle efficacité de alcool acétoné 


et montre bien qu’en adoplant exclusivement ce décolorant on 


se garantit contre les erreurs qui pourraient provenir des modi- 


fications que certains milieux apportent aux affinités colorantes 
des microbes. 

Enfin, il est un dernier point qu'il m’a fallu élucider, c’est 
celui qui résulte de Vimprécision dans laquelle Feltz a laissé 
ses lecteurs quant & la nature du décolorant qu’il a utilisé. I 
dit simplement qu’il a toujours fait le «Gram-Weigert» en colo- 
rant avec du violet de gentiane aniliné, mais il ne parle pas 
des opérations consécutives; or, si l’on se rapporte aux ouvrages 
de technique, comme ceux de Besson (2) ou de Rudolf Abel (3), 
on voit que laméthode de Gram modifiée par Weigert comporte, 
avec l'emploi du violet aniliné, une décoloration par Vhuile 
d’aniline pure. Il me fallait donc rechercher si ce procédé 
appliqué intégralement ne me donnerait pas des résultats diffé- 
rents de ceux que j’ai ulilisés. 

Cest ce que j'ai fait pour quelques Proteus pris au hasard 
parmi mes soixante et une races. Je les ai utilisés en cultures 
de 18 heures et je les ai traités suivant Weigert, avec des 
réactifs fraichement préparés; malgré cela j’ai constaté qu/ils 
se comportaient tous de Ja méme facon qu’avec l’alcool absolu 
et l’alcool-acétone. 

En résumé, il résulte de mes recherches que le Proteus vul- 
garis Hauser ne prend pas le Gram, lorsqu’il provient de 
cultures en milieux usuels et qu'il est traité par la mé- 
thode de Gram-Nicolle. La diversité des races que j'ai étu- 
diées ainsi que la multiplicité de mes essais me donnent, 


(1) A. Berrnetot, Recherches sur quelques caractéres du Proteus vulgaris ; 
These de Médecine, Paris, 1913, p. 8. 

(2) A. Besson, Technique microbiologique et sérothérapique, 5° éd., Paris, 1911. 

(3) R. Asrt, Bakteriologisches Taschenbuch, 10° éd., Wurzburg, 1906, p. 46. = 
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il me semble, le droit de conclure d’une facon aussi for- — 
melle. 


Il. — Acrion DU PROTEUS SUR LES HYDRATES DE CARBONE. 
Bien que le mode d’action sur les sucres constitue un des 
meilleurs caractéres différentiels des espéces microbiennes, de 
nombreux ouvrages classiques sont muets sur ce point en ce 
qui concerne le Proteus vulgaris. Celte omission est d’autant 
plus regrettable qu'il s’agit d’un microbe tres répandu dans’ — 
la nature, tantot saprophyte, tanlot pathogéne et pouvant peul- | 
étre donner lieu & des races trés yoisines, ne se distinguant que _ 
par quelques caractéres biochimiques. . 

A vrai dire, la négligence des auteurs de ces ouvrages est - 
peut-étre voulue et elle a sans doute pour raison l’incertitude 
dans laquelle nous laissent les travaux des bactériologistes qui 
ont étudié les propriétés saccharolytiques du Proteus. 

En effet, parmi ceux-ci, les uns comme Leiborius (1), (ail- 
lard (2), Théobald Smith (3), Herter et Ten Broeck (4), sont 
d’accord pour affirmer que ce microbe, quelle que soit son 
origine, attaque toujours le glucose et le saccharose, mais laisse 
intact le lactose, tandis que d’autres comme Cantu (5) ont une 
opinion un peu différente. 

Pour ce dernier « les sucres sont attaqués par tous les Proteus. 
Avec le lactose seulement, l’attaque n’est pas constante avec — 
toutes les races et avec un méme Proteus ». 

« Les races isolées des viandes et, en général, des substances 
animales pourries, atlaquent les sucres avec une violence qu’on 
ne retrouve pas dans les cultures de Proteus isolées des végé- 
taux : cette différence est vraie des premieres cultures; elle 
s’efface quand les Proteus ont été réensemencés plusieurs fois 
et s’éloignent pour ainsi dire des conditions naturelles. » 

Il est assez difficile de se faire une idée de la valeur respec- 


(1) Lrieorius, in die Mikroorganismen de Fligge, 1896. 
() GAILLARD, Contribution a l'étude chimique du Groupe Proteus, These de 
Médecine, Paris, 1897. 

(3) Theosatp Surtn, Modifications temporary and permanent of the physio- 
logical characters of bacteria in mixed cultures. Trans. Ass. of Amer. Phys., 
IX, 1894, p. 367-599. 

(4) Herver et Ten Brosck, loc. cit. 

(5) Cu. Canru, loc. cit. 
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tive des conclusions de ces divers auteurs, car elles résultent 


de recherches faites dans des conditions pas trop dissemblables. 
Crest ainsi que Gaillard et Herter ont étudié un tres petit 


nombre de races, alors que Canti a examiné 184 Proteus dori- 


gies extrémement yariées. D’autre part, les auteurs que je 
viens de citer ne précisent guére, dans leurs mémoires, la com- 
position des milieux qu’ils ont utilisés et ne donnent que fort 
peu de détails sur la technique qu’ils ont suivie. 

Comme j’avais la chance de disposer d’un grand nombre de 
Proteus, j'ai tenu & étudier, & mon tour, l’action de ce microbe 
sur les hydrates de carbone, non seulement dans le but de pré- 
ciser quelque peu la valeur d’un caractére important, mais 
aussi pour étre en mesure de mieux comparer les échantillons 
isolés des diarrhées infantiles avec ceux qui provenaient d’autres 
origines. 

Afin de pouvoir examiner toutes les races que je possédais 
jai dd m’en tenir, comme Cantu, & une méthode de recherches 
simple et d’application rapide; je me suis efforcé toutefois 
d’éviter les causes d’erreurs dontil ne semble pas s’étre inquiété. 
ll est regrettable que le nombre d’essais & entreprendre m/ait 
forcé d’utiliser des procédés purement qualitatifs; mais, fort 
heureusement, linfériorité des résultats que ceux-ci m/’ont 
donnés est largement compensée, il me semble, par la grande 
diversité d’origine des Proteus que j’ai étudiés. 


Comme milieu de culture j’ai utilisé la solution suivante : 


LEASE oy ee Re cS Ae Re Ceeng A Birger aemPee re acta oa olglicls dca 1.000 
Peptone pancréatique Defresne séche, en paillettes . 20 


A Vaide de microbes dont je connaissais parfaitement les propriétés biochi- 
miques je m’étais assuré au préalable que I’échantillon de peptone qui devait 
me servir pour toutes mes expériences ne renfermait pas de substances hydro” 
carbonées pouvant donner lieu 4 la production d’acides. Pour neutraliser 
l'eau peptonée je l’additionnais d’un excés de carbonate de calcium pur pré- 
cipité et je la portais & l’ébullition pendant quelques minutes; je laissais le 
carbonate se déposer et le décantais sur un filtre. Le liquide filtré, neutre au 
tournesol et a peine coloré, était alors réparti dans des tubes a essais, dans 
lesquels on en versait uniformément 10 cent. cubes, puis stérilisé 20 minutes 
a 120 degrés. 

D’autre part, je préparais des solutions concentrées des diverses substances 
parfaitement pures sur lesquelles je voulais faire agir le Proteus, solutions 
qui étaient stérilisées soit A 120 degrés, soit & froid (lévulose) par filtration 
sur bougie Chamberland. Pour chaque expérience, j’ajoutais aseptiquement 


\ 
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dans une série de tubes d’eau peptonée un volume de solution sucrée calculé 
de telle facon que le milieu de culture contint environ 3 p. 100 de hydrate 
de carbone considéré; je placais alors tous ces tubes a l'étuve 4 37 degrés 
Vingt-quatre heures aprés je m’assurais qu’aucun d’eux n’avait cultivé et je 
pratiquais l’ensemencement avec une race de Proteus proyenant dune culture 
de 24 heures sur gélose ordinaire. Les milieux sucrés ainsi ensemenceés 
étaient mis A 37 degrés en méme temps qu’un nombre égal de tubes d'eau 
peptonée ensemencés avec les mémes Proteus. 

Aprés un temps conyenable de séjour 4 l’étuve, je versais dans tous les 
tubes le méme volume d’une teinture de tournesol sensible et je notais la 
réaction présentée par les diverses cultures en eau peptonée et en milieu 
sucré. 


Mes essais ont porté sur le glucose, le galactose, le lévulose, 
le maltose, le saccharose, le lactose et la mannite; mais, comme 
le Proteus est avant tout un fort producteur d’ammoniaque, je 
ne me suis pas contenté d’un seul essai et j’ai examiné succes- 
sivement des cultures de deux, cing, dix et quinze jours. Voici 
les résultats que j’ai obtenus : 

Avec le glucose et le galactose toutes les cultures de cinq, 
dix et quinze jours étaient acides, tandis qu’elles étaient toutes 
alcalines avec le lactose et la mannite. Je dois dire cependant 
qu’un certain nombre de cultures de deux jours sur glucose ou 
galactose étaient neutres, mais Je cinquiéme jour elles étaient 
toutes devenues acides. Avec le saccharose, au bout de deux 
jours, certaines cultures accusaient une réaction acide, tandis 
que d'autres étaient neutres ou faiblement alcalines; les cultures 
de cing jours étaient presque toutes acides, mais quelques-unes 
étaient neutres ; enfin les cultures de dix et quinze jours étaient 
nettement acides. / 

Les cultures sur lévulose et maltose se comportaient, au 
début, & peu prés comme celles sur saccharose; les unes étaient 
acides, les autres neutres ou alcalines : mais le nombre de ces 
derniéres ne diminuait pas, méme au bout de 10 ou 15 jours. 

De lensemble de ces constatations il faut done retenir que 
toutes les races de Proteus vulgaris, quelle que soit leur ori- 
gine (1), acidifient au bout de dix jours a 37 degrés les milieux 
renfermant du glucose, du galactose ou du saccharose comme 


_ (1) A ce propos je dois faire observer que, pour éviter autant que possible 
influence de toute variation individuelle, je n'ai utilisé pour mes essais que 
des Proteus isolés depuis au moins deux mois et ayant subi de nombreux 
passages sur les milieux usuels. 
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__- unique aliment hydrocarboné, mais laissent neutres ou alcalins 
_ ceux qui contiennent du lactose ou de la mannite. 

D’autre part, il est important de remarquer que la grande 
| __ variabilité des pouvoirs alcaligene et acidogéne impose de ne 
_.  tenir compte que des changements de réaction constatés sur des 
_ cultures assez agées. Pour certains Proteus en effet, la produc- 
___— tion d’ammoniaque est extrémement précoce et intense, alors 
que la formation d’acides aux dépens des hydrates de carbone 
est assez lente; on comprend facilement que, dans ces condi- 
| tions, une observation trop hative donnerait un résultat inexact. 
I Ainsi qu’on peut s’en rendre compte par les faits rapportés 
plus haut, il suffit généralement, pour éliminer celte cause 
) 
| 


derreur, de n’examiner les cultures qu’au bout de 10 jours. 
| Pour ce qui concerne le lévulose et le maltose, si l’on avait 

Bs: affaire & une autre espéce qu’au Proteus, on pourrait conclure 
a existence de deux sortes de races caractérisées par leur diffé- 
rence d’action sur ces deux sucres. Mais avec un microbe 
Te comme celui qui nous occupe, il serait singuliérement impru- 
dent d’adopter de telles conclusions; l’exemple du saccharose 
__ est 18 pour montrer que, dans des essais de cette sorte, basés 
simplement sur l’observation de la réaction finale, il ne faut 
pas oublier que celle-ci résulte du balancement des deux 
actions principales qui se manifestent simultanément dans les 
cultures : 1° attaque de laliment azoté avec formation d’am- 
moniaque; 2° attaque éventuelle de l’aliment hydrocarboné 
avec formation d’acides. 

Tous les Proteus donnent peut-étre des acides aux dépens du 
lévulose ou du maltose et il est possible que la diversilé des 
Hh: résultats que j’ai obtenus a cet égard tienne simplement a des 

a différences d’intensité du pouvoir alcaligene et de l’action 
'— __ saccharolytique des diverses races. 

‘ On pourra facilement m’objecter que je n’aurais pas dt laisser 
Fe persister un tel doute sur un point aussi important. A cela je 
répondrai qu il m’était pratiquement impossible d’examiner 
ie Vaction de 61 Proteus sur sept substances avec des méthodes 
comportant des déterminations quantitatives. 
ee. Les résultats que m’ont donnés mes essais avec le glucose, le 
ee galactose, le saccharose, le lactose et la mannite sont assez 
ica constants, il me semble, pour aider a identification du Proteus 
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vulgaris, Vautant mieux qu’ils confirment pour le glucose, le 
saccharose et le lactose les constatations des auteurs qui ont 
étudié quelques races avec des méthodes plus précises. Toute- 
fois, ces résultats ayant été obtenus & l'aide d’un procédé pure-- 
ment qualitatif, je les considére simplement comme des ren- 
seignements uliles et je leur refuse toute valeur intrinseque 
permettant de les utiliser & la distinction éventuelle de plusieurs 
races dans l’espéce créée par Hauser. A ce point de vue, seuls 
des dosages pourront fournir les données nécessaires. 


Ill. — Le PROTEUS CONSIDERE COMME PRODUCTEUR DE PHENOL 


ET D INDOL. 
\ 


A. — Recherche du phénol et du p. crésol. 


En 1890, Lewandowsky (1) publia que les cultures de Proteus 
vulgaris en bouillon de viande contiennent a la fois du phénol 
et de Vindol. La plupart des auteurs qui étudiérent ce microbe 
apres luis’inquiétérent peu du premier de ces corps et s'intéres- 
serent surtout au second, qu ils considéraient comme beaucoup 
plus facile a déceler. Toutefois Tissier et Martelly (2), en 1902, 
puis Dobrowolsky (3), en 1908, examinérent & nouveau le Pro- 
teus au point de vue de la production de phénol. Les deux 
premiers auteurs étudiérent un Proteus vulgaris isolé d'une 
putréfaction de viande et ils confirmérent les résultats de 
Lewandowsky. | 

Dobrowolsky utilisa pour ses recherches deux races dont il 
ne précise pas l’origine et qu il cultiva sur bouillon additionné 
de 20 p. 1000 de peptone et dun exces de: carbonate de calcium. 
Ul analysa ses cultures au bout de 48 heures et, dans le distillat 
qu’elles lui fournirent, il trouva seulement des traces de phénol. 
Des dosages exécutés avec des cultures de 10 jours lui indi- 
quérent la présence de moins de 1 milligramme de phénol par 
fitre pour l'un des échantillons, et de 3 milligrammes pour 


(1) Lewannowsky, Ueber Indol und Phenolbildung durch Bakterien. Deutsche 
med. Wochenschrift, 1890, n° 51, p. 14186. 

(2) H. Tissrer et Marretty, Recherches sur la putréfaction de la viande de 
boucherie. Annales de UInstitut Pasteur, 1902, p. 865. 


(3) Dosrowotsxy, Des microbes producteurs de phénol. Annales de l'Institut 
Pasteur, 1910, n° 7, p. 595. 
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l'autre. Il résulte done des travaux de cet auleur que la produc- 
tion de phénol par le Proteus vulgaris est pratiquement sans 
importance. 

Plus récemment Herter et Ten Broeck (1) recherchérent 
aussi le phénol dans les cultures de deux races de Proteus 
vulgaris, mais ils n’en trouvérent point, pas plus dans celles 
en bouillon peptoné que dans d’autres sur bouillon additionné 
| de 0,2 p. 1.000 de tyrosine. 
| Knfin, pour ma, part, je viens d’obtenir des résultats qui con- 

cordent absolument avec ceux de ces deux derniers auteurs. 
Dans un premier essai sur bouillon de viande peptoné addi- 
| - tionné de CO°Ca, aucun de mes Proteus ne m’a donné de phénol ; 
mais je ne m’en suis pas tenu 1a, car j’ai voulu,comme Herter, 
7 me placer dans de meilleures conditions de culture. 
. Ne pouvant naturellement effectuer ces nouvelles recherches 
sur 61 échantillons, j’ai pris au hasard, parmi eux, 5 Proteus 
de diarrhées infantiles (Paris et Londres), et 5 autres d’origines 
diverses (putréfaction, otites, vomique, collection de ,l’Institut 
Pasteur). Je les ai ensemencés dans une solution d’une peptone 
| pancréatique riche en tyrosine libre et dans un liquide nutritif 
chimiquement défini contenant des acides aminés et notamment 
une forte proportion de tyrosine (2); avec aucun de ces deux 
milieux, je n’ai pu déceler trace de phénol ou de crésol dans 
: le distillat de cultures agées de 4, 8 et 15 jours. 
En somme, dans les conditions variées ou je me suis placé, 
le Proteus vulgaris Hauser n’est pas un producteur de 


phénol. 
B. — Etude de la fonction indologéne. 


Ainsi que je le disais au début de ce chapitre, les bactério- 
logistes qui ont étudié Je Proteus vulgaris ont généralement 
négligé la recherche du phénol dans les cultures de ce microbe. 
Par contre, toute leur attention s’est portée sur l’indol et, depuis 
Lewandowsky, ils ont toujours considéré la faculté {de produire 
cette substance comme l’un des plus importants caractéres du 


(4) Herter et Ten Broscs, loc. cit. 
(2) A. Bertnevot, Recherches sur quelques caractéres du Proteus vulgaris, 


toe. cit., Pp. 16-17. 
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microbe de Hauser. En 1900, Feltz (1) étudia méme assez com- 
plétement ce point de la biochimie du Proteus. Il eut ’heureuse 
idée de tenir compte des indications de Grimbert (2) sur la 
variabilité de composition des peptones et il montra qu'une 
méme race de Proteus peut produire de l’indol aux dépens de 
certaines de ces préparations et ne pas en donner avec d’autres. 
Ses recherches, qui portérent sur 4 échantillons, furent donc 
faites dans de meilleures conditions que celles de ses devan- 
ciers; elles aboutirent & cette conclusion que le Proteus vulgaris 
se comporte toujours en producteur d’indol lorsqu’on le cultive 
dans un milieu préparé avec une peptone convenablement 
choisie. 

Deux ans plus tard, Tissier et Martelly examinérent un Pro- 
teus isolé de viande en putréfaction; ils trouvérent qu il pro- 
duisait de Vindol méme dans les cultures sur bouillie de 
viande. 

La constance du caractére biochimique qui nous occupe 
semblait assez bien établie lorsqu’en 1906, F. A. Steensma (3) 
remarqua que le distillat des cultures de certaines races de 
Proteus ne contenait pas d’indol, alors que les cultures mémes 
prenaient une coloration rose par addition de nitrite de potas- 
sium et d’acide sulfurique. 

On ne préta guére attention a ces faits pourtant intéressants 
et 5 ans apres, Herter et Ten Broeck n’en tinrent aucun compte 
quand, apres avoir examiné seulement deux races, ils publiérent 
que le Proteus cultivé dans une solution de peptone de Witte 
(1 p. 100) et d’extrait de viande Liebig (0,4 p. 100) ‘produit un 
peu d’indol et une quantité notable d’acide indolacétique. 

Dans un travail paru 4 peu pres & la méme époque que celui 
de Herter, Canti considére ce microbe comme un producteur 
d'indol et, bien qu'il en ait étudié plus de 180 échantillons, il 
ne dit pas en avoir trouvé qui n’ait pas ce caractére. 

Kn 1912, Louis Gauthier (4), se basant sur l’examen de deux 


(1) Fexrz, loc. cit. 

(2) L. Grimpertr, De l'unification des méthodes de culture en bactériologie. 
Archives de Parasitologie, t. 1, n° 2, p. 194, 1898. 

(3) Stgensma, Ueber den Nachweis von Indol .., in Bakterienkulturen. Cen- 
tralbl. f. Bakteriologie, Originale, mai 1906, t. XLI, p. 215. 

(4) Louis Gaurnier, Recherches sur l'indol en microbiologie. Thése de Phar- 
mace, Lyon, 1912. 
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races, publia que les cultures de Proteus dans une solution de 
peptone pancréatique contiennent toujours de l’indol au bout 
de 12 heures. 

Enfin, quelques mois plus tard, J. J. van Loghem et J.C. W. 
van Loghem-Pouw (1), aprés avoir étudié 30 échantillons, con- 
firmérent les résultats obtenus par Steensma et crurent bien 
faire de considérer comme représentants d’une espéce a part, 
Bacillus proteus anindologenes, les Proteus vulgaris ne donnant 
pas d’indol. 

En présence d’une telle confusion il m’a semblé utile de 
déterminer, d’une maniére aussi précise que possible, quelle 
est la valeur réelle de la fonction indologéne en tant que carac- 
tere spécifique du Proteus vulgaris. Pour cela, j’ai fait porter 
mes recherches sur les 61 Proteus dont je disposais. 

Avant d’exposer le détail de mes expériences, je crois bon 
dinsister quelque peu sur les procédés que j’ai employés pour 
déceler la présence de lindol dans les cultures micro- 
biennes. 

Jusqu’a ces derniéres années, pour |caractériser cette sub- 
stance, les bactériologistes utilisaient généralement une réaction 
-basée sur la formation de nitroso-indol. Cette réaction se pra- 
tique le plus souvent suivant la technique adoptée par Kita- 
sato (2) lors de ses premiéres recherches sur les microbes 
indologénes, c’est-a-dire qu’a 10 cent. cubes d’une culture en 
bouillon ou en eau peptonée on ajoute 1 cent. cube d’une solu- 
tion aqueuse de nitrite de sodium ou de potassium a 0,2 p. 1000, 
puis quelques gouttes d’acide chlorhydrique 4 22° BY ou 
d’acide sulfurique & 66° B’. Une coloration rouge ou rose 
indique la présence d’indol ; Ja sensibilité de la réaction peut 
étre accrue en rassemblant dans l’alcool amylique le nitroso- 
indol formé. 

Bien que ce procédé de recherche soit encore employé tres 
fréquemment, depuis 1901, on tend de plus en plus & lui sub- 
stituer la réaction d’Ehrlich au p. diméthylaminobenzaldéhyde 


(1) J. J. Van Locnem et J.C. W. Van Locuem-Pouw, Beitrag zur Differenzie- 
rung der Proteus-Gruppe. Centralol, /. Bakteriologie. Originale,t. LX VI, 24 aout 
1912, sb Ola 

(2) Krrasato, Die negative Indol-Reaktion der Typhusbazillen im Gegensatz 
zu anderen ‘hnlichen Bazillenarten. Zeiischr. f. Hygiene, t. VII, 1889, p. 515. 
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qui est d’une extréme sensibilité (1). Dans les laboratoires de 
bactériologie on l’effectue généralement en ajoutant & 10 cent. 
cubes d'une culture, en bouillon ou en eau peptonée, quelques 
centimetres cubes d’une solution alcoolique de diméthylamino - 
benzaldéhyde & 2 p. 100, puis avec précaution quelques gouttes 
d’acide chlorhydrique ou d’acide sulfurique concentré. Certains 
expérimentateurs croient utile d’ajouler un persulfate ou un 
nitrite alcalin ou de faire la réaction & chaud. 

Bien d’autres réactions permettent, comme on le sait, de 
caractériser l'indol, mais je ne m’en occuperai point ici, car 
leur emploi est rarement utile dans le cas qui nous occupe. Je 
préfére m’en tenir aux deux que je viens de citer et montrer 
combien la valeur des résultats qu’elles fournissent dépend des 
conditions dans lesquelles elles sont effectuées. 

Pendant longtemps on s’est conlenté d’ajouter directement 
aux cultures du nitrite de sodium et de lacide; puis, pour 
déceler les tres petites quantités dindol, on eut VPidée de carac- 
tériser ce composé non plus dans les cultures mémes, mais dans 
‘leur distillat. Cette maniére de faire avait en méme temps 
Vavantage de supprimer une importante cause d’erreur, surtout 
avec les réactifs modernes; avec elle on évitait de pratiquer la 
recherche de l'indol en présence de certaines substances qui 
existent dans les cultures et qui peuvent-donner lieu a des 
colorations génantes. De nombreux auteurs, et notamment 
Steensma, montrérent l’intérét qu il y-avait de préférer & toute 
autre technique la distillation des cultures; pourtant celle-ci 
ne méritait guére, ainsi que nous allons le voir, la confiance 
qu’ils lui accordaient, 

Porcher et Panisset (2) ont établi, en effet, que dans les cul- 
tures microbiennes, méme d’espéces ne donnant pas d’indol, 
peuvent se former cerlaines substances, qui ont comme carac- 
tere commun de se décomposer facilement en donnant de 


(1) Enrurcu, Ueber die Dimethylaminobenzaldehyd-Reaktion, Deutsche med. 
Wochenschrift, 1901, ne 15. 


_ (2) Cu. Porcusr, Des corps indologénes dans lurine, Comptes rendus de 
VAcad. des Sciences, 3 mai 1909. 

Cu, Porcurr el L. Pantsser, Recherche de l'indol dans les bouillons micro- 
biens, Comptes rendus de la Soc. de Biologie, 24 aowt 1909. Des composés 


indologenes dans les cultures liquides, Comptes rendus ded’ Acad. des Sciences 
17 mai 1909.- ‘ 
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Vindol; or lune d’elles,-l’acide indolearbonique, se dissocie 
méme lorsqu’on porte simplement sa solution aqueuse & I’ébul- 
lition. La présence de tels composés indologénes rend donc 
illusoire la précaution que l'on prenait de distiller les cultures 
et, pour extraire l’indol qui peut se trouver dans celles-ci, il 
apparait indispensable d’avoir recours & d’autres procédés qu’a 
Yentrainement par la vapeur d’eau. Celui ‘qui convient le 
mieux est certainement |’épuisement des liquides a ae 
par l’éther convenablement purifié. 

Porcher et Panisset ont donc eu Je mérite de révéler une 
grave cause d’erreur dans |’étude de la fonction indologéne des 
microbes et de rappeler en méme temps aux bactériologistes 
qu’on ne doit jamais caractériser directement un corps dans 
une culture microbienne. Malheureusement leurs conseils 
n’ont pas été suivis comme ils le méritaient, a tel point que les 
résultats obtenus par Steensma, en 1906, sont sirement plus 
pres de la vérité que ceux publiés dans nombre de travaux 
récents. 

Kn effet, certains auteurs, enncmis de ce quwils appellent 
dédaigneusement des complications, considérent comme trés 
suffisant de rechercher lindol- en pratiquant la réaction 
d’Ehrlich directement dans les cultures. Pas plus qu’ils ne 
s inquietent des recommandations de Porcher et de Gauthier, 
ils ne tiennent aucun compte des travaux des nombreux chi- 
mistes (1) qui ont montré que le diméthylaminobenzaldéhyde 
donne avec diverses substances, existant normalement dans la 
plupart des cultures microbiennes et méme dans cerlains 
milieux stériles, des colorations trés difficiles 4 distinguer de 
celles que produisent lindo] et le scatol. 

Il n’est d’ailleurs pas besoin de connaitre les travaux que je 
viens de signaler, pour se rendre compte des précautions 


(1) Sreensma, Uber Farbenreaktionen der Eiweisskérper... mit aromatischen 
Aldehyden und Nitriten, Zetfschr. f. Physiol. Chemie, t. XLVI, p. 25. 

Srgeensma, Die Farbenreaktionen in der Biochemie, Biochem. Zeitschr., t. VIII, 
p- 203, 1908. 

Firs, Réactions colorées du tryptophane, de lindol, du pyrrol, etc... avec 
les aldéhydes aromatiques, Comptes rendus de la Soc. de Biologie, juillet 1908. 

Cu. Gautier, Réactions de la phloroglucine et de l’orcéine avec le p. dimé- 
thylaminobenzaldéhyde..., Comples rendus de la Soc. de Biologie, 23 mai 1908. 

Ruope, Die Farbenreaktionen der Eiweisskérper mit p.-dimethylamino- 
benzaldehyd..., Zeitschr. f. Physiol. Chemie, t. XLIV, 1905, p. 164. 
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quimpose l’usage du diméthylaminobenzaldéhyde; il suffit de 
se conduire en expérimentateur consciencieux et de ne pas 
adopter un réactif aussi sensible sans avoir vu ce qu'il donne 
avec des milieux témoins. Si les auteurs dont je parle plus 
haut avaient pris ce soin, ils auraient vu que certains milieux 
usuels et les solutions de certaines peptones, stériles ou ense- 
mencés avec des microbes non producteurs d’indol, donnent, 
lorsqu’on les traite directement avec le réactif d’Ehrlich, des 
colorations trés variées allant du bleu au rouge groseille en 
passant par toutes les teintes du violet. Je veux croire qu’en 
présence de constatations de cette sorte, ils n’auraient pas 
adopté une telle maniére de procéder et auraient cherché un 
moyen d’éviter des causes d’erreur aussi évidentes. Il faut 
croire toutefois que Ja nécessité des témoins et des expériences 
& blane n’est pas encore admise par tout le monde, car j’ai eu 
maintes fois occasion de voir employer le procéder simpliste 
dont, aprés tant d'autres, je viens de montrer les inconvé- 
nients (1). 

Quoi qu il en soit, ’exemple est assez curieux des mauvais 
résultats que peut donner, lorsqu’elle est utilisée sans précau- 
tion, une méthode excellente et trés sensible. Il est pourtant 
bien facile ainsi quon le verra plus loin, d’appliquer correcte- 
ment la réaction d’Ehrlich et d’en obtenir des résultats ne pré- 
tant guere a discussion. Bien entendu toutes les réserves que je 
viens de faire ne s’appliquent qu’aux trayaux récents et, pour 
identifier des microbes apparlenant a des espéces décrites 
depuis longtemps comme producteurs d’indol, il faudra toujours 
se servir du procédé au nitrite tels que Vutilisaient les anciens 
auteurs, quitte & compléter ou corriger leurs observations en 
faisant des témoins et en employant des méthodes plus rigou- 
reuses, 

Knfin, élant donné ce que l’on sait sur l’origine de Vindol qui 
se forme dans certaines cultures microbiennes, on concoit sans 
peine que les microbes capables d’attaquer le tryplophane, de 


(1) On trouvera dans un travail de H. Seidelin et Fr. Lewis (Some notes 
on indole-reaction and allied phenomena, Journal of Hygiene, décembre 1911, 
p. 504) un exemple des pertes de temps, des incertitudes et des difficultés 
(interpretation auxquelles expose la méconnaissance des faits révélés par 
Neubauer, Cole, Rhode, Porcher, Steensma et Gauthicr. 


RECHERCHES SUR LE PROTEUS VULGARIS 855 


quelque maniére que ce soit, manifesteront beaucoup mieux 
leur action lorsquwils se trouvent directement en présence de 
cet acide aminé libre et qu’ils n’auront pas & le séparer d’un 
édifice moléculaire le plus souvent trés complexe. 

Comme l’on sait que le meilleur procédé de préparation du 
tryptophane consiste dans la digestion tryptique, aseptique et 
prolongée, de matiéres albuminoides convenablement choisies, 
on doit donc, pour préparer les milieux destinés & l'étude de la 
fonction indologéne, donner la préférence aux « peptones pan- 
eréaliques », particuliérement a celles de caséine. Toutefois, il 
vaut encore mieux, comme je vais le montrer, employer des 
milieux de composition bien définie auxquels on incorpore du 
tryptophane. 

Jai déja rapporté sommairement les résultats que j’avais 
obtenus en examinant 57 races de Proteus vulgaris au point de 
vue de leur fonction indologéne (1); je vais maintenant les 
exposer plus completement, tels que je les ai confirmés par 
Pétude de quatre autres échantillons, en précisant autant que 
possible les conditions dans lesquelles mes recherches ont été 
réalisées. 

J'ai d’abord ensemencé tous mes Proteus dans de l'eau peptonée a 
20 p. 1.000. Celle-ci était préparée avec une peptone commerciale obtenue 
par digestion tryptique de la viande et donnant nettement avec l’eau de 
brome la réaction du tryptophane; comme lextrait éthéré de cette méme 
peptone donnait une légére coloration rose avec le réactif d’Ehrlich, je prenais 
la précaution, indiquée par Porcher, de réduire au cinquiéme de son volume, 
par une vive ébullition a lair libre, la solution a 20 p. 1.000. Aprés avoir 
vétabli, par addition d’eau distillée, le volume primitif de celle-ci, je la neu- 
tralisais par la soude; j’avais ainsi une eau peptonée débarrassée des traces 
dindol décelables par le diméthylaminobenzaldéhyde. J’ai done cultivé sur 
ce milieu les 61 Proteus dont je disposais et, aprés 24 heures de séjour a 
37 degrés, j'ai recherché l'indol dans les cultures par le procédé suivant (2) : 

10 Opérer sur 10 & 15 cent. cubes de culture; prendre la réaction de 


(1) Avsert Berragror, Recherches sur quelques caracteres spécifiques du 
Proteus vulgaris. Comptes rendus de la Soc. de Biologie, 15 mars 1913, t. LXXIV, 

. d15. 
Da sae BertrHeror, Recherches sur le Proteus vulgaris considéré comme 
producteur d'indol. Comptes rendus de Acad. des Sciences, 24 février 1913, 
t. CLVI, p. 641. 

(2) Ce procédé ne différe de celui de Porcher et Panisset que par Valeali- 
nisation préalable de la culture, alcalinisation ayant surtout pour but, dans le 
cas du Proteus d’empécher l’entrainement de l’acide indolacétique par l’éther 
(Sur la recherche de l'indol dans les milieux liquides des cultures, Comples 
rendus de la Soc. de Biologie, 1911, t. LXX, p. 369 et 371). 
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celle-ci au papier de tournesol et, si besoin est, ’additionner de quelques 
gouttes de lessive de soude pour l’alcaliniser franchement. 

~ Qo Ajouter 4 la culture contenue dans un tube a essai son volume d’éther 
purifié spécialement (1); agiter doucement pendant quelques minutes, puis 
laisser déposer jusqu’a ce que la couche éthérée -soit bien limpide, au 
moins dans la moitié supérieure de sa hauteur — dans le cas d’une émul- 
sion par trop stable, disloquer celle-ci par addition de quelques gouttes 
d’alcool. 

3° Avec un tube a effilure courte dont on se sert a la maniére d’un tatevin, 
prélever en s’y reprenant a plusieurs reprises, quelques centimetres cubes 
de la solution éthérée, en prenant bien garde de n’entrainer aucune goutte- 
lette du milieu de culture (2). 

40 Aux 3 ou 4 cent. cubes d’éther ainsi recueillis dans un tube & essai, 
ajouter le quart de leur volume dune solution de diméthylaminobenzaldé- 
hyde a 4 p. 100, dans l'alcool 4 96 degrés; agiter pour bien mélanger les deux 
liqueurs. 

50 A Vaide d'un tube effilé faire arriver lentement au fond du tube renfer- 
mant le mélange solution, éthérée + réactif, 2 ou 3 cent. cubes d’acide 
chlorhydrique. Laisser reposer cing minutes ; examiner alors le tube devant 
un fond blanc. La présence d'indol dans la culture examinée est caractérisée 
par lapparition d’un anneau rouge légérement violacé dans la zone de 
contact. des deux liqueurs ; lorsque la proportion d’indol est assez forte, la 
coloration s’étend a toute la couche inférieure. Une teinte plus violacée, une 
tendance vers le bleu s’accusant avec le temps est l’indice de la présence de 
scatol (3) ou tout au moins d’un mélange de ce corps avec Jlindol; bien 
entendu, dans ce cas, on ne doit pas s’en tenir 4 celle simple coloration et 
il faut utiliser des réactions différentielles plus nettes, qui sont fort bien 
exposées dans la thése d’Hervieux. 

Le procédé que je viens de décrire est moins rationnel que celui de 
L. Gauthier, mais, ainsi que je l’ai maintes fois vérifié, il fournit des 
résultats qgualilalifs tout aussi exacts. Son seul point délicat réside dans la 
séparation de la solution éthérée, bien que, lorsqu’on opére avec soin, il soit 
impossible d’entrainer des gouttelettes aqueuses avec |’éther. 

U est dailleurs trés simple de se mettre a l’'abri de toute cause d’erreur de 
celte sorte en agilant doucement, dans un tube étroit, les quelques centi- 
métres cubes de liqueur éthérée avec leur volume d'eau légérement alcali- 
nisée par Ja soude; en laissant reposer pendant quelques instants il est alors 
facile de puiser avec une pipette effilée une quantité suffisante de solution 
éthérée totalement exempte dimpuretés, capable de donner une coloration 
avee le réactif d’Ehrlich. Méme en prenant lexcés de précautions que je 
viens d’indiquer il ne m’a jamais fallu plus de dix minutes pour rechercher 


Vindol dans une culture. 


(1) Sur la nécessité et la technique de cette purification voir la thése de 
Louis Gauthier (page 20); pour purifier ’éther je me contente ordinairement 
de Je laver avec le tiers de son volume dune solution de soude 4 5 p- 100, 


puis, A deux reprises avec de l’eau distillée. 

(2) Quand on opére sur un petit volume de culture il est tres commode. 
ainsi quefmon regretté collegue M. D.M. Bertrand en a eu lidée, demployer 
une pipette de Wright a tétine de caoutchoue. 

(3) Avec le scatol seul la teinte primitivement violette devient compléte- 


ment bleue en trente minutes. 
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J'ai donc examiné avec cette méthode les cultares de 
24 heures de mes Proteus, sur peptone pancréatique de viande, 
et j ai constaté que seulement vingt-quatre d’entre elles conte- 


-haient de l'indol. En présence de ce résultat j’ai ensemencé les 


échantillons qui ne donnaient pas d’indol dans plusieurs séries 
de tubes du méme milieu et j’ai analysé les cultures aprés 
2, 4 et 8 jours d’étuve ; cette fois encore je n'ai pu trouver trace 


d'indol. 


Mais dés le deuxiéme jour, les cultures de sept de ces 
Proteus non producteurs d’indol, ont pris une teinte rose 
lorsque j’y ai ajouté les proportions habituelles de nitrite de 
potassium et d’acide chlorhydrique, alors que toutes les autres 
restaient incolores. Les résultats obtenus par Herter ayant 
attiré mon atlention sur la présence possible d’acide indolacé- 
lique, je n’ai pas été, comme Steensma, intrigué par la réaction 
colorée que me présentaient ces cultures et j’y ai cherché cette 
substance. 


Pour cela j'ai immédiatement ensemencé chacun des Proteus non indolo- 
genes dans 750 cent. cubes d’eau peptonée et, au bout de 48 heures, sur 
50 cent. cubes des diverses cultures, j’ai répété essai avec le nitrite. En 
méme temps j’eflectuais celle-ci avee de l'eau peptonée additionnée d’une 
part de traces dindol, dautre part de traces d’acide indolacétique. J'ai 
remarqué immédiatement que les cultures de Proteus el l'eau peptonée 
chargée d’acide indolacétique, prenaient une teinte rosée légérement 
violacée, peu accusée, tandis que l’eau peptonée chargée d’indol se colorait 
nettement en rouge. Dans toutes ces liqueurs j'ai extrait la substance 
colorante avec le méme volume d'’alcool amylique. Les différences de colo- 
ration se sont encore accusées; j'ai alors dilué avec de l'alcool amylique les 
solutions trop foncées, de maniére 4 les amener A peu prés a la méme 
intensilé colorante et je les ai examinées au spectroscope. 

J'ai constalé que les solutions amyliques provenant de cultures de Proleus 


4 non indologénes et d'eau peptonée chargée dacide indolacétique donaaient, 


» et ae al 


pour une méme epaisseur, un spectre caractérisé par une bande d’absorption 
dans le vert, bien accusée entre les longueurs d’onde ? = 560 et ) = 530, se 
dégradant vers le jaune jusqu’a ) = 575 et vers le bleu jusqu’a ) = 515, tandis 
que la solution amylique de nitrosoindol absurbait le vert, le bleu, indigo 
et le violet du spectre A partir de la longueur d’onde ) = 565, labsorption 
commencant méme au voisinage de i = 582. 

Par lexamen spectroscopique il semblait done bien probable que les 
Proteus qui donnaient une réaction colorée avec le nitrite, étaient simplement 
des producteurs d’acide indolacétique. Je m’en suis assuré de la fagon 
suivante : Les 700 cent. cubes de culture qui me restaient apres l’épreuve 
spectroscopique ont été légérement acidijiés par Vacide sulfurique et épuisés 
par l’éther dans une boule & décantation : la liqueur éthérée (500 cent. cubes 
enyiron) a été réduite au cinquiéme par distillation et agitée avec la moitié 
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de son volume (50 cent. cubes environ) d’eau faiblement alcalinisée par la 
soude. La liqueur aqueuse décantée, additionnée d’acide chlorhydrique 
jusqu’a trés faible réaction acide, a été maintenue quelques instants a 
43 degrés pour chasser l’éther dissous. 

De petites portions des liqueurs aqueuses ainsi obtenues pour les 
7 Proteus, ont alors été examinées en méme temps qu'une solution aqueuse 
d’acide indol-3-acétique a1 p. 1.000; toutes m’ont donné un résultat positif 
avec les réactions considérées par Salkowsky et Herter (1) comme caracté- 
ristiques : 

40 Avec HCl et NO?K production d’une coloration rose passant compléte- 
ment dans l’alcool amylique ct donnant une bande d’absorption dans le 
vert. 

20 Avec HCl et traces de Fe?Cl® production d’une coloration voisine du 
rouge cerise. 

J'ai alors épuisé par ]’éther le reste des solutions légerement acides, dont 
javais utilisé une tres faible partie pour les réactions ci-dessus, et j'ai con- 
centré par distillation les liqueurs éthérées résultant de cet épuisement. J’ai 
versé le résidu de ces distillations dans des petits ballons 4 fond rond et 
jai chassé le reste d’éther en les maintenant a 60 degrés. A ce moment j/ai 
placé les ballons sur un bain de sable que j’ai maintenu a 110-115 degrés 
pour chasser l’eau que l’évaporation avait laissée, puis j'ai élevé la tempé- 
rature 4 210 degrés, mais en ayant soin de ne chauffer que le fond des 
ballons, c’est-a-dire la partie sur laquelle existait un léger résidu. Aprés 
40 minutes de chauffage, j'ai laissé refroidir les ballons et j'ai repris par 
quelques centimétres cubes d’alcool le léger enduit qui se trouvait sur leurs 
parois; j’ai traité la solution alcoolique ainsi obtenue par le réactif d’Ehrlich 
et l'acide chlorhydrique. Toutes contenaient du scatol car elles m’ont donné 
une coloration violacée d’abord peu accentuée, mais qui a foncé rapidement 
et s'est changée assez vite en une teinte bleue, présentant un spectre 
dabsorption parfaitement caractéristique. L’existence de ce scatol, qui se 
forme quand on chauffe a sec vers 200 degrés l'acide indolacétique, était une 
preuve de la présence de cette substance dans les liqueurs que je venais 


d’examiner. 


J’avais done établi par trois réactions qu il s’agissait bien 
d’acide indol-3-acélique, confirmant en somme les faits observés 
par Herter et Ten Broeck avec seulement deux races de Proteus. 

Pour me placer dans de meilleures conditions, j’ai répété 
l'expérience que je viens de décrire en substituant & la peptone 
de viande une peptone tryptique de caséine que je devais & 
Yobligeance de M. P. Macquaire (2); les résultats ont été 
exactement les mémes que dans le premier cas : 24 Proteus 


(1) C. A. Herter, On indolacetic acid, Journal of biological Chem., t. IV, 
1908, p. 25%. 

(2) En 1911, Porcher et Panisset avaient déja signalé l’intérét que présen- 
terait une peptone de cette nature pour létude de la fonction indologéne des 
microbes : Les diverses peptones et la formation de Vindol. Comptes rendus 
de la Soc. de Biologie, t. LXX, p. 464. 
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producteurs Windol, 37 Proteus non indologenes dont 7 pro- 
ducteurs d’acide indol-acélique. 

J’ai alors youlu rechercher si une variation plus importante 
dans la composition du milieu ne modifierait pas ces résultats. 
Pour cela j’ai utilisé un mélange de produits abiurétiques 
obtenus par l’hydrolyse chlorhydrique de la caséine, mais 
comme l’action des acides ne convient pas & la séparation du 
tryptophane, j’avais soin d’ajouter & ce mélange, bien décoloré 
par le noir animal, 1 p. 100 de tryptophane ; avec cet ensemble 
de constituants de la caséine, je préparais des solutions A 
20 p. 1.000 qui constituaient un milieu dans lequel le Proteus 
se développait remarquablement bien. Dans ces conditions les 
résultats ont été identiques en ce qui concerne la production 
d’indol, tout au moins qualitativement, mais le nombre des 
échantillons producteurs d’acide indolacétique est passé de 
7419; en méme temps j’ai noté que, tant pour l’indol que pour 
Vacide indolacétique, la production de ces substances était 
beaucoup plus intense qu’en milieu peptoné. 

Ces faits m’ont conduit 4 me servir d’un milieu encore mieux 
adapté a l'étude de la fonction indologéne, plus riche par con- 
séquent en substances méres de l’indol et de l’acide indolacé- 
tique, c’est-a-dire en tryptophane. J’ai d’abord utilisé un milieu 
chimiquement défini dont j’avais déja indiqué la composition (1) 
et qui renfermait, avec 1,5 p. 1.000 de tryptophane, divers 
autres acides aminés et des sels, mais je l’ai abandonné pour 
Vétude du Proteus, car vertains de ces éléments indispensables 
pour nombre de microbes étaient inutiles pour une espéce 


protéolytique et d’une telle activité biochimique. 
® 


(1) Avserr Berrnerot, Sur l’emploi de milieux chimiquement définis a base 
de tryptophane, Comptes rendus de la Soc. de Biologie, 20 avril 1912, t. LXXII, 
p. 595. A propos des milieux de culture au tryptophane et de Lutilisation de 
ceux-ci pour l’étude de la fonction indologéne des microbes, je tiens a 
signaler deux mémoires qu’un auteur allemand, Hugo Zipfel, a publiés sur 
ce sujet en 1912 et 1913 (Centr. f. Bakt. I Abt. Originale t. LXIV, juin 1912, 
p. 65 et t. LXVII, janvier 1913, p. 497). Ces deux mémoires ne comportent pas 
moins de 31 pages de texte, l’auteur y énumére un nombre considérable de 
travaux sur les bactéries productrices d’indol; il y indique méme le procédé 
de préparation du tryptophane, et y donne plus de 150 indications biblio- 
eraphiques; mais, par une singuliére coincidence, il se trouve que, parmi les 
nombreux noms d’auteurs qu'il cite, ne figurent pas celui de Seidelin et le 
mien. L’un et lV’autre nous avons pourtant employé bien avant lui le trypto- 
phane dans les milieux et nous l’avons appliqué a étude de Ja fonction 
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Pour les expériences qui vont suivre il m’a done paru plus 
simple d’imiter Hopkins et Cole et d’ajouter de la gélatine 4 une 
solution nutritive analogue & celle que j’ai préconisée lors de 
mes premiéres recherches sur les microbes acidaminolytiques 
de la flore intestinale. La gélatine ne renfermant pas de trypto- 
phane, le Proteus n’avait donc & sa disposition que celui exis- 
tant & l'état libre dans le milieu, qui présentait la composition 
suivante : 


Hada 722082 2 eho eas te 1.000,00 
Phosphate dipotassique. .... . 1,50 
Sulfate de magnésium. ... . . 0,50 
TExryptophameen sng aro eee 1,50 
Chiorure' de calcium: .. 5 = 2. 0,02 
Gélatinet cs .aslen ata okie ovens 25,00 


Grace & lamabilité de M. F. Hoffmann-La Roche qui avait 
mis & ma disposition une quantité assez importante de trypto- 
phane parfaitement pur, j’ai pu éludier l’aclion de toutes mes 
races de Proteus sur cet acide aminé. 


J’ai examiné une premiére série de cultures aprés 48 heures de séjour 
& 37 degrés et j'ai constaté que le nombre des échantillons producteurs 
dindol était le méme que dans les essais précédents; par contre il y avait 
31 Proteus producteurs dacide indolacétique. D’autres cultures examinées 
aprés quatre jours d’étuve m’ont donné les mémes résultats pour l'indol, 
mais cette fois tous les Proteus non indologénes avaient produit de l’acide 
indolacétique. Je ne m’en suis pas tenu 1a et j'ai recherché si les échan- 
tillons qui avaient donné de l’indol n’avaient pas produit en méme temps de 
Vacide indolacétique. Pour cela, aprés avoir alcalinisé par la soude les cul- 
tures sur milieu au tryptophane chargées dindol, je les ai épuisées par 
Péther jusqu’a ce que ce dissolvant ne m/ait plus donné de coloration avec 
le réactif d’Ehrlich ; aprés cette opération, je pus déja observer, sur une 
petite portion de ces cultures complétement débarrassées d'indol, yu’elles 

2 


indologéne des microbes (A. Berthelot, Comptes rendus de Acad. des Sciences, 
24 juillet 1511, Comptes rendus de la Soc. de Biologie, avril 1912, loc. cit.). Zipfel 
na pas davantage tenu compte de lexcellent travail de Lonis. Gauthier 
(mars 1912 loc, cit.) qui a réalisé avec des méthodes analytiques précises 
les. recherches que l’auteur allemand a exécutses avec des procédés incor- 
rects en dépit de leur apparente exactitude. M. Zipfel oublie par trop: faci- 
lement que les principes fondamentaux de lanalyse chimique ne varient pas 
avec l’objet auquel on les applique et que, pour caractériser un corps dans 
une cullure microbienne, lon doit toujours s’efforcer de Vextraire et de 
le purifier. En utilisant les milieux au tryptophane pour étudier systémati- 
quement les bactéries productrices @indol, H. Zipfeln’a fait qu'imiter certains 
auteurs qu'il ne daigne pas citer; il est regrettable pour lui qu'il ne se soit 
pas en méme temps inspiré de L. Gauthier et qu'il n’ait pas acecordé un 
peu plus d’attention aux conseils donnés par Porcher et Panisset, car la 
valeur scientifique deson travail y aurait certainement beaucoup gagné. 
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prenaient une coloration rose par addition de nitrite et d’acide chlorhydrique, 
alors qu’un tube témoin du milieu stérile n’accusait qu'une légere teinte 
jaune. Je soumis alors ces mémes cultures A un nouvel épuisement par 
l’éther apres les avoir acidifiées et, apr’s concentration de ce solvant, il me 
fut facile de constater la présence d’acide indolacétique. 

En résumé, mes 61 Proéeus cultivés sur tryptophane se montraient tous 
producteurs d’acide indolacétique au bout de quatre jours, tandis que seule- 
ment 24 dentre eux étaient capables de former de Vindol. Ges résultats 
auraient pu me faire croire a l’existence de deux variétés de Proteus ; mais, 
en présence des variations de ce microbe sous linfluence du milieu, j’ai 
pensé qu'il deyait plutot s’agir de races différant simplement par une inten- 
sité plus ou moins grande de leur action sur le tryptophane oules substances 
qui en renferment, action beaucoup trop variable pour que ses divers degrés 
puissent élre utilisés comme caracteres différentiels. Je n’ai pas tardé aA 
m’apercevoir combien cette hypothése était exacte. 

En effet, au mois doctobre 1912, j'ai examiné A nouveau 24 Proteus de 
diarrhées infantiles que j’avais étudiés au mois de féyrier de laméme année 
et qui avaient subi de nombreux passages en gélatine préparée avec du 
" bouillon Martin; bien que je me sois placé dans les mémes conditions et que 

jaie ulilisé le méme milieu (solution de peptone pancréatique de viande 
i 4 20 p. 1.000), jai constaté que 6 Proteus, qui, primitivement produisaient de 

Vindol et de VPacide indolacétique, ne donnaient plus que de ce dernier corps, 
| tandis que 11 autres, qui ne formaient que de l’acide indolacétique, étaient 
:- devenus également producteurs d’indol. Le Proteus vulgaris présentait donc 
bien la grande yariabilité daction que je lui attribuais a priori et qui me 
faisait paraitre peu probable l’existence de races bien fixées au point de vue 
du pouvoir indologéne. 

Ayant ainsi observé une variation spontanée de ce caractére du Proteus, 
jai essayé @obtenir plus rapidement une modification analogue. Dans ce but, 
jai pris au hasard, parmi les échantillons dont Vexpérience précédente 
m’avait montré la fixité d’action, 3 Proteus qui m’avaient toujours donné de 
lindol, en solution de peptone pancréatique de viande, et 3 autres qui, au 
contraire, n’avaient jamais produit que de l’acide indolacétique. Je les ai 
ensemencés en méme temps dans une solution de peptone pancréatique de 
caséine a 3 p. 100, dans une solution renfermant, avec les sels habituels, 
2 p. 1.000 de tryptophane avec seulement 5 p. 1000 de gélatine et enfin dans 
une solution & 20 p. 1000 de l'ensemble des acides aminés qui entrent dans 
la constitution de la molécule de caséine. 

J’ai examiné les cultures au bout de 72 heures de séjour a 37 degrés et 
jai constaté que sur peptone de caséine les 6 échantillons donnaient de 
Vacide indolacétique ct qu'un seul des 3 indologénes donnaient de Vindol. 
Au contraire, sur les deux autres milieux, tous les échantillons donnaient a 
4 la fois de l’indol et de l’acide indolacélique. Enfin, j'ai analysé de nouveau, 
apres quinze jours d’étuve, les cultures sur peptone de caséine, mais jal 
obtenu les mémes résultats, c’est-a-dire qu'une seule renfermait de Vindol. 
Pendant un mois, j'ai continué a cultiver ces 6 Proteus sur les trois milieux, 
et, aprés leur avoir ainsi fait subir six passages, jai constaté que leur action 
respective sur le tryptophane ne s’étail pas modifiée. Par conséquent, sur 
six échantillons, un seul avait gardé ses propriétés primitives, trois autres 
semblaient avoir acquis, dans les milieux contenant du tryptophane libre, 
la faculté de produire de lindol, tandis que les deux derniers, en passant par 
la solution de peptone de caséine, avaient perdu leur pouvoir indologéne. 


: 
. 


oF eS en oe Yate 
- Oy ee Oey eR 


ba Rl rid, *\) 


862 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


En présence de ces faits il était intéressant de rechercher si les propriétés 
des Proteus ainsi cultivés en milieux spéciaux étaient modifiées définitivement 
ou s'il s'agissait simplement de variations apparentes essentiellement dépen- 
dantes de la composition du milieu. C’est ce que jai fait en ensemencant a 
aouveau dans une solution A 20 p. 1.000 de peptone de viande les 5 échan- 
tillons dont les caractéres semblaient avoir varié; j'ai alors constalé que 
les deux races qui avaient perdu leur pouvoir indologéne ne le recouvraient 
pas dans le milieu primitif et que les trois autres, devenues capables de pro- 
duire de V’indol, ne donnaient plus dans ce milieu que de l’acide indolacé- 
tique, ainsi qu’elles le faisaient antérieurement. 

Si j'avais borné 1a mes recherches j'aurais pu tout au moins conclure a la 
possibilité de variations régressives stables ; mais, connaissant VYextréme 
variabilité du Proteus, j'ai continué a étudier les races que j’avais utilisées 
pour mes derniéres expériences. J’ai repiqué ces 6 Proteus sur gélatine au 
bouillon Martin et, aprés 8 passages effectués en deux mois, j'ai examiné de 
nouveau leurs cultures en solution de peptone de viande (72 heures a 
37 degrés), Dans ces conditions, j'ai observé que les 6 échantillons avaient 
repris leurs propriétés primitives, c’est-a-dire que tous donnaient de l’acide 
indolacétique et que les trois, anciens producteurs dindol en formaient 
comme par le passé. Les variations apparentes du pouvoir indologéne que 
javais déterminées brusquement n’étaient done bien que des modifications 
essentiellement transitoires. 

Enfin, j’ai étudié plus complétement l’action de ces 6 Proteus sur le tryp- 
tophane, a l’aide des cultures obtenues en présence de 2 p. 1.000 de cet ami- 
noique et de 5 p. 1.000 de gélatine. Ainsi que je l’ai déja dit, dans ce milieu, 
apres 72 heures 4 37 degrés, les 6 échantillons ont produit de Vindol et de 
Vacide indolacétique. J'ai laissé séjourner des cultures a l’étuve pendant 
encore 15 jours et, au bout de ce temps, j’y ai trouvé beaucoup plus d'indol; 
par contre, c’est a peine si j'ai pu y caractériser Vacide indolacétique, alors 
que cette substance existait en forte proportion dans les jeunes cultures. 

Toutefois, si l’acide indolacétique avait presque complétement disparu, 
peut-étre Vindol était-il accompagné dun autre dérivé plus simple du tryp- 
tophane? Par la recherche méme de Vindol j’avais la preuve que mes cul- 
tures ne renfermaient pas de scatol, mais peut-étre contenaient-elles de 
Vacide indol-carbonique, celte substance indologéne dont Porcher a montré 
la présence dans les cultures de certains microbes? 

Pour m’en rendre compte, j'ai employé ce qui me restait de mes six cul- 
tures de 15 jours sur tryptophane ; A ce moment elles étaient déja comple- 
tement débarrassées de leur indol par des lavages a l’éther, en présence 
dun léger excés de soude. Je les ai exactement neutralisées avec HCI et je 
les ai distillées : les 6 distillats contenaient de l'indol que j’ai caractérisé 
par le diméthylaminobenzaldéhyde et la formation du dérivé nitrosé ; le 
liquide distillé renfermait done de l’acide indol-carbonique. Dans le résidu 
de ces distillations j’ai retrouvé les traces d’acide indolacétique dont javais 
antérieurement constaté la présence. J'ai extrait cette substance en épuisant 
par l’éther la liqueur légerement acidifiée; j'ai débarrassé celle-ci de exces 
d’éther en la chauffant quelques instants au bain-marie, puis, aprés l’'avoir 
étendue d’eau, je l’ai fillrée sur bougie. Dans le filtrat ainsi obtenu, avec 
l'eau de brome et le réaclif glyoxylique, j’ai obtenu pour les six cultures les 
réactions caractéristiques du tryptophane; tout cet acide aminé n’avait donc 
pas été détruit en 15 jours par le Proteus. 

Ouant a l’acide indolcarbonique, sa présence, 4 coté de Vindol et de traces 
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d’acide indolacétique, est incontestable, car j’ai vérifié que la distillation de 
200 cent. cubes de milieu au tryptophane additionné de 5 centigrammes 
d'acide indolacétique et exactement neutralisé donnait un distillat ne réagis- 
sant en aucune fagon avec le diméthylaminobenzaldéhyde, tandis que dans 
les mémes conditions 5 centigrammes d’acide indol-carbonique produisaient 
une quantité notable d’indol. 

Ayant constaté que le Proteus peut donner de l’acide indol-carbonique, j’ai 
recherché cette substance dans des cultures de tout Age en eau peptonée ou 
en milieu aux acides aminés de la caséine, ainsi que dans des cultures 
"jeunes sur tryptophane; bien que mes essais aient porté sur les six races 
de mes derniéres expériences, je n’en ai pas trouvé par le procédé que je 
viens d'indiquer. Ce corps me semble exister surtout dans les vieilles cul- 
tures en milieu particuliérement favorable ; en pratique, au point de vue du 
simple diagnostic bactériologique, il n’y a donc guére lieu de s’en inquiéter. 

On a pu remarquer que, dans mes recherches, j’ai négligé l’acide indol- 
propionique ; je tiens 4 faire observer que j’avais des raisons d’agir ainsi. En 
effet, toutes mes cultures ont été effectuées au large contact de l’air; par 
conséquent, en admettant que le Proteus ait pu produire ce corps aux dépens 
du tryptophane, jamais il n’aurait trouvé dans mes expériences les condi- 
tions d’anaérobiose nécessaires. D’ailleurs, aucune de mes cultures, ainsi 
que je lai établi en recherchant l’indol, ne renfermait de scatol, composé qui 
accompagne ordinairement lVacide indol-propionique dans la destruction 
anaérobie du tryptophane par certains microbes. 

J’aurais du, pour étre complet, rechercher également s'il y avait formation 
d’indoléthylamine ; si je ne l’ai point fait, c’est que la recherche de cette sub- 
stance ne peut s‘effectuer par des méthodes aussi simples que la caractéri- 
sation de lindol, du scatol et des acides A noyau indolique. L’examen de ce 
point de la biochimie du Proteus m’aurait du reste trop écarté de l'étude 
critique du pouvoir indologéne et j’ai préféré le réserver pour des recherches 
ullérieures. 


Enfin, je tiens a insister sur ce fait, que toutes les cultures 
dont je me suis servi au cours de cette étude ont toujours été 
obtenues avec des milieux donnant, par le brome, la réaction 
du tryptophane libre. J’ai laissé systématiquement de cdté 
l'étude des cultures dans lesquelles le Proteus aurait di effec- 
tuer une dislocation préalable d’une molécule albuminoide 
quelconque pour en libérer le tryptophane, car il m’aurait fallu 
tenir compte non seulement des variations de l’activité 
d’attaque de cet amino-acide, mais encore de la variabilité des 
poavoirs protéolytique, peptolytique ou peptidolytique. 

Je n’ai donc pas examiné sous toutes ses faces la question de 
la production d’indol par le Proteus vulgaris, mais comme Je 
m’étais placé uniquement au point de vue de la diagnose pré- 
cise de cette espece, je crois avoir fait ceuvre plus utile en 
examinant un grand nombre de races dans des conditions assez 
limitées, mais bien définies. 
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Quoi qu’il en soit, de ’ensemble de mes recherches il résulte 
que le Proteus vulgaris est un microbe qui attaque le trypto- | 
phane en donnant, par le méme mécanisme que les autres ~ 
aérobies étudiés par Hopkins et Cole, une série de produits dont 
la dégradation plus ou moins avancée marque l’intensité de 
son action sur la molécule aminoique. Dans certaines cultures 
trés Agées, en milieu contenant beaucoup de tryptophane, on 
peut ne trouver pratiquement que de l’indol; dans d’autres, en 
eénéral assez jeunes et sur milieu pauvre en tryptophane libre, 
il n’y a que de l’acide indolacétique, mais ce que l’on rencontre 
le plus souvent c’est & la fois de l’indol et de Vacide indolacé- 
tique en proportions variables. 

L’action du Proteus variant non seulement avec les divers 
échantillons, mais méme pour une race donnée, il est impos- 
sible de se baser sur l’absence d’indol dans les cultures de ce 
microbe pour le différencier des autres espéces. Par contre, et 
autant que ]’on puisse conclure de l’examen de 61 races, on 
peut dire que tous les Proteus vulgaris Hauser sont capables 
dattaquer le tryptophane libre et de produire, aux dépens de 
cet acide aminé, au moins de l’acide indol-3-acétique. 

Liespece Bacillus proteus anindologenes Van Loghem nia 
aucune raison d’étre et l’on doit considérer comme Proteus 
vulgaris Hauser tout microbe possédant, avec les autres carac- 
teres de cette espéce, la propriété de donner, & 37 degrés, dans 
un des milieux que je viens d’indiquer, soit de lindol ou de 
acide indolacétique, soit un mélange de ces deux corps (1). 


(1) Pour la recherche du pouvoir indologéne des microbes je ne saurais 
trop recommander les milieux a base de tryptophane; leur préparation.ne 
présente plus de difficulté maintenant que cet acide aminé se trouve dans le 
commerce 4 un prix abordable (5 francs le gramme environ). Il y a cependant 
une précaulion a prendre : exiger des fabricants un produit dont l’extrait 
éthéré ne réagisse en aucune fagon avec le réactif d’Ehrlich et dont la solu- 
tion aqueuse presque incolore ne donne aucune coloration rose ou rouge avec 
les nitrites et l’acide chlorhydrique dans les conditions habituelles. 


NOTA. — Depuis que mon mémoire a été rédigé, M. E.-A.-R.-F. Baudet a 
publlé un travail dans lequel il étudie, au point de vue de la production 
dindol, quelques Profeus dorigines variées (Indol-reaktionen bei Proteus- 
bacillen, Folia Microbiologica, t. I, 3° fascicule, 7 mars 1914). 

Cet auteur emploie le diméthylaminobenzaldéhyde avec le persulfate de 
potassium et, comme il se sert de milieux au tryptophane, il prétend que 
Yon peut trés bien effectuer la réaction sur la culture méme; de plus, 
if esltime que la recherche de Vindol par distillation des cultures est un 
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procédé parfaitement correct. M. Baudet n’est sans doute pas chimiste, car il 
considére comme inexistants — bien qu'il les fasse figurer dans sa biblio- 
graphie — les travaux de L. Gauthier, Porcher et des nombreux auteurs 
qui ont montré les inconvénients de la réaction d’Ebrlich mal appliquée 


et ceux de la distillation des cultures. Il prétend méme découvrir les causes: 


d’erreur que peuvent apporter les dissolvants tels que la benzine et l’alcool 
amylique, comme si les chimistes qu’il critique ne les avaient pas indiquées 
depuis longtemps et n’avaient point préconisé lemploi de léther convena- 
blement purifié. 

Au point de vue des milieux au tryptophane il m’attribue un milieu de 
culture — il en donne méme une formule qui comporte 50 grammes de 
SO‘Mg par litre (!) — et le trouve inférieur au milieu de Zipfel; il accorde 
également une grande importance au fait qu'il n’a pu réussir & faire produire 
de Vindol 4 une race indologéne comme si la variation d’une propriété 
biochimique devait obligatoirement se. produire dans les mémes conditions 
pour des Proleus Vorigines différentes. Il ne parait, d’ailleurs, pas connaitre 
les divers termes possibles de la dégradation bactérienne du tryptophane. 

Bien quiil cite une de mes Notes, M. Baudet n’a pas remarqué que 
jai indiqué plusieurs milieux au tryptophane et que je n’ai préconisé 
spécialement aucun d’eux, mais que j'ai été simplement le premier a 
recommander et a employer systématiquement les milieux a base de 
tryptophane pour I’étude de la fonction indologéne des microbes. Comme il 
ignore certainement les travaux d’Herter et qu’il ne parait pas connaitre 
ceux que j'ai publiés depuis 1912 sur les milieux au tryptophane et sur les 
caractéres du Proteus, je ne discuterai pas davantage ses recherches ; 
je me contente de faire remarquer qu’elles justifient une fois de plus les 
critiques que je me permets dans ce présent travail. ” 


(A swivre.) 


L’INDEPENDANCE DE LA TEMPERATURE OPTIMALE 
D'UNE DIASTASE 


A V’EGARD DE LA CONCENTRATION EN SUBSTRAT 
ET EN DIASTASE 


par Arraur COMPTON 


(Imperial Cancer Research Fund, Londres.) 


On connait aujourd’hui plusieurs causes modificatrices de 
Vinfluence exercée par la chaleur sur l’activité d'une diastase. 
Parmi les mieux connues, citons d’abord Vorigine de la dias- 
tase (1), sur laquelle je ferai plus loin une observation de 
quelque intérét, ensuite le temps pendant lequel la diastase et 
son substrat (ou matit¢re organique décomposée) se trouvent 
en contact (2). Il est important de bien connaitre ces causes 
quand il s'agit de caractériser un ferment par sa température 
optimale, c’est-a-dire par la température a laquelle son activité 
est la plus grande. Ces considérations et Vintérét qu’il y a de 
préciser la valeur pratique de la température optimale 'm’ont 
paru rendre nécessaire de rechercher si la concentration en 
substrat et la concentration en diastase modifient ou non la 
température optimale. En outre, des considérations d’ordre 
théorique m’ont amené a croire que la température optimale 
d’un ferment est indépendante de la concentration en subsirat. 

Voici ces considérations : 

D’aprés la théorie de M. Gabriel Bertrand (3) sur la consti- 
tution des diastases, tout systeme diastasique comporte deux 
substances dont les actions se complétent : la complémentaire 


(1) CG. J. Lintner et F. Ecknarnpt, Journ. f. pr. Chem. (2), t. XLI, 1890, p. 91. 
— GasrieL Berrrann, Bull. Soc. chim (3), 1896, t. XV, p. 1218. |— Gasrret Ber- 
TRAND eL W. Murerminca, Idem. (4), t. I, 1907, p. 887. — Gasrten Berrranp et 
M. Rosenstarr, Annales de l'Institut Pasteur, t. XXIV, 1910, p. 653.8 

(2) Gasries Bertranp et A. Compron, Comptes rendus de Acad. des Sciences, 
t. GLIL, 1914, p. 14548. — M. Javituier et H. Tonernoroutzky, Annales de U’Ins- 
fitul Pasteur, t. XXVII, 1943, p. 440. 

(3) Comptes rendus de Acad. des Sciences, t. CXXIV, 1897, p. 1032 et p. 1385. 
Revue générale des Sciences, t. XVI, 1905, p. 459, ele. 


LA TEMPERATURE OPTIMALE D'UNE DIASTASE 867 


active, et la complémentaire activante. La premibre, générale- 
ment de nature minérale, est, comme son nom Vindique, agent 
actif dans la réaction chimique qui caractérise le ferment. La 
seconde, de nature organique, facilement altérée par la chaleur 
et d'autres conditions physiques, sert, par une sorte d’effet de 
concentration, & rapprocher la complémentaire aclive et le 
substrat, et & produire des conditions favorables & la vitesse de 
leur réaction chimique. 

Done, en partant de cette théorie, on peut concevoir que, 
dans tout systéme diastasique, il existe deux concentrations du 
substrat : ’une /ocale, aux environs de la molécule de diastase; 
elle est due a Vattraction qu’exerce la complémentaire acti- 
vante sur les molécules de substrat qui se trouvent dans sa 
sphére d’action. L’autre, périphérique ou générale, est située 
en dehors de la sphére d’attraction de la complémentaire acti- 
vante. La concentration locale, qui dépend de |’énergie d’attrac- 
tion de la complémentaire activante, sera plus ou moins cons- 
tante & une température donnée, tandis que la concentration 
périphérique variera continuellement. On peut aisément con- 
cevoir qu'il existe, entre les deux zones de concentration, a 
mesure que l’action diastasique se poursuit, un échange continu 
de molécules de substrat pour des molécules de produits de 
réaction. Or la température optimale d’une diastase n’est que 
la température a laquelle s’équilibrent les effets accélérants et 
destructifs de la chaleur sur l’action qu’exerce la diastase sur 
le substrat environnant. Pourvu done qu'il y ait toujours excés 
de substrat, ces deux effets n’affecteront évidemment que la 
concentration locale. Par conséquent, on a le droit de s’attendre 
a ce que Ja température optimale d’une diastase soit indépen- 
dante des variations de la concentration générale. 

Cette conception m’a conduit & rechercher sa vérification 
expérimentale, et & étudier en méme temps linfluence 
de la concentration en diastase sur le phénoméne. Je 
puis donner aujourd’hui les résultats confirmatifs que J'ai 
obtenus avec la salicinase, nouvelle diastase dédoublant la 

salicine en glucose et saligénine, dont nous avons, M. Gabriel 
Bertrand et moi (4), tout récemment établi lindividualité. 


(1) Gasrret Bertranp et A. Compron, Comples rendus de lAcad. des Sciences, 
t. CLVII, 1913, p. 797. 
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La préparation diastasique. que j'ai employée provient d'un 
extrait d’amandes douces, et je me suis assuré de la pureté de 
la salicine par son point de fusion +200°5 et son pouvoir rota- 
toire. 


[2] n= —62°7. 


Les étapes successives du travail peuvent se résumer ainsi :- 
1° une détermination préliminaire de l’activilé de la préparation 
diastasique en tenant compte de certaines conditions, telles que 
concentration du substrat, température et durée de l’expé- 
rience; 2° une détermination préliminaire de la température 
optimale, en employant la quantité de diastase capable d’hydro- 
lyser 50 p. 100 de substrat dans les mémes conditions de durée 
et de concentration en substrat; 3° une détermination des 
courbes d’activité de la diastase & la température ainsi établie, 
pour cing concentrations de substrat, M/5, M/10, M/15, M/30, 
et M/50, l'action ayant la méme durée; 4° une détermination 
de la température optimale de la diastase pour chacune des 
cing concentrations du substrat, en présence d'une concen- 
tration constante de diastase; 5° une détermination de la 
température optimale de la diastase, pour chacune des cing 
concentrations de substrat, avec les quantités de diastase 
— indiquées par les courbes d’activité ci-dessus — capables de 
produire 70 p. 100 d’hydrolyse de substrat en 15 heures; 6° une 
détermination de la température optimale de la diastase pour 
une concentration constante de substrat en présence de concen- 
trations différentes de diastase. 

La détermination préliminaire de l’activité de la diastase est 
faite en présence d'une solution M/5 de substrat pendant 
15 heures a 40 degrés. Sept tubes a essai soigneusement nettoyés 
regoivent, chacun, 286 milligrammes de salicine et une quan- 
tité différente de diastase dissoute dans 5 cent. cubes d’eau 
spécialement purifiée par redistillation dans le vide. Les tubes 
sont placés dans le bain-marie a 40 degrés pendant 15 heures. 
On arréte alors laction diastasique en refroidissant les tubes 
dans un courant d’eau et en les additionnant d’une goutte d’am- 
moniaque. Ensuite, d’aprés la méthode de Gabriel Bertrand (1), 


(1) Bull. Soc. chim. (3), t. XXXV, 1906, p. 1288. 


1° 
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on dose la quantité de glucoside dédoublée dans chaque tube. 
Les chiffres obtenus sont indiqués dans le tableau I. 


TasiEau f. 
QUANTITE DE DIASTASE SALICINE HYDROLYSEE 
en milligr. p- 100. 
We (Chai tras Sheet oh Veal any cameos eee ney 
AOE stat, Moar hack ee aa Neel Bey ote RGD 
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OE Otc RA eer, htt nn! 1 OSD 
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Si Von porte en abscisses les quantités de diastase et, en 
ordonnées, les pourcentages de salicine hydrolysée, ces chiffres 
donnent la courbe d’activité représentée par la figure 1. 

La détermination préliminaire de la température optimale de 
la diastase se fait de Ja facon suivante. On dissout dans 10 cent. 
cubes d’eau pure, 10 fois la quantité de diastase nécessaire, 
indiquée par la figure 1, pour produire le pourcentage voulu 
d@hydrolyse du substrat, — c’est-a-dire, 0,9 milligramme de 
diastase, produisant une hydrolyse de 50 p. 100 du substrat 
en 15 heures. — Apres un contact d’une 1/2 heure a1 heure, a 
la température ordinaire, on distribue cette solution a raison 
de 41 cent. cube par tube, dans une série de 8 & 9 tubes a essai 
contenant chacun 286 milligrammes de salicine et 4 cent. cubes 
d’eau. Les tubes sont plongés ensuite dans des bains-marie 
réglés & des températures constantes; au bout de 15 heures on 
arréte l’action diastasique et on dose la proportion de glucoside 
hydrolysé. Le tableau II contient les chiffres obtenus. 


Taseat II. 
TEMPERATURES EXTREMES SALICINE HYDROLYSEE 

de chaque expérience. p- 100. 
[ORCA eC GMa IN eek A ae ehe ego aed, 

OSE ar OMI tawtn 8 hel 2 ala aaares meri Mts) 

3407 Mee! te dA Layee 1.050) 

4108 & 4107 43.0 

5002 a 5003 Mt oot! 
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En portant en ordonnées le pourcentage de salicine hydro- 
lysée et en abscisses la température de Vexpérience, ces 
chiffres donnent la courbe de la figure 2. Dans ces conditions, 
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Abscisses des figures 1 et 3: Quantité d’enzyme en milligrammes. 
Ordonnées de toutes les figures : Salicine hydrolysée p. 100. 


la température optimale se trouve ainsi aux environs de 
+ 34 degrés. 

On détermine ensuile l’activité de la diastase aux environs 
de ++ 34 degrés (exactement 33°6-33°8), dans une action de 
15 heures de durée, avec les concentrations suivantes de 
substrat : M/5, M/10, M/415, M/30 et M/50, dont on veut ulté- 
rieurement étudier l’effet sur la température optimale de la 
diastase. 

Les autres détails techniques sont les mémes qu’aupa- 
rayant. Les chiffres obtenus sont donnés dans le tableau ILI. 
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TABLEAU III. 


STE SEER TST CAI DS IEE LE SS SSL EIST TOIL EEE GEL EERE CTE CD ICI ALI IEDE ELLE DIE LOE ONL EEE ADELA, 


SALICINE HYDROLYSEE P. 100 
QUANTITE DE DIASTASE AVEC CONCENTRATION DE SUBSTRAT 
EN MILLIGR. 
M/5 M/10 | M/15 | M/30 | M/50 


0,5 » 31,4 | 38,8 | 28,2} .» 

4,0 33,1 | 57,5 | 58,5 | 49,3] 36,9 
2°0 ye Wane lea So ON a GSU Ws 

3,0 88,3 | 93,9 }97,5°]. 90,0 |. 7152 
5,0 94,2 | 97,5 | 99,6] 99,0] 93,9 
7,0 94.9 | 96,7] 99,2 | 100,6 | 100,0 
10,0 93°7 | 100.2} 99,6] » | 100,5 
1255 93,7 | » | 100,6 | 100,6 | 100,0 


En portant en ordonnées le pourcentage de salicine hydro- 
lysée, en abscisses la quantité de diastase en action, on a les 
courbes d’activité de la figure 3. 


80 


(0) Seer 


Salicin nyaretysea (Jo) 


H : é —_ nS = 1 = 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
Quantity of enzyme in milligrams ———> 


Fig. 3. 


On peut maintenant envisager l’influence de la concentration 
en substrat sur la température optimale du ferment. II s’agit 
37 
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d’étudier la température optimale dans une série d’expériences 
oti la concentration en diastase reste constante, tandis que la 
concentration en substrat varie. On a choisi, d’aprés la figure 3, 
comme concentration en diastase, 8 x 10~° grammes par centi- 
métre cube. On laisse reposer, 1/2 heure 41 heure, 4 la tem- 
pérature ordinaire, cing solutions différentes contenant 4, 8, 
12, 24 et 40 milligrammes de diastase, dissous dans 10 cent. 
cubes d’eau. Ces solutions sont réparties & raison de 1 cent. 
cube par tube dans cing séries de tubes & essai, contenant 
286 milligrammes de salicine et 4, 9, 14, 29 et 49 cent. cubes 
d'eau. Aprés 15 heures d'incubation dans des bains-marie réglés 
a des températures connues, on arréte l’action diastasique et 
on dose la quantité de salicine hydrolysée dans chaque tube, 
comme auparavant. Les chiffres obtenus sont ceux du tableaulV. 


Tasieau IV. 


SENSE ESE RE TO ES EE SE TE SB IS I SE TE TI I EIA SIE ST SES IS SELECTOR 


SALICINE HYDROLYSEE P. 100 


TEMPERATURES EXTREMES avec concentration en substrat 
de 
chaque expérience 
M/5 M/10 M/15 M/30 M/50 
oneal lard tees wana te ke reas el EO SS 
Cos 00cm se a SEL agen 
016-8 Roun Vat eee ek Mgr ee 
Heh 4 -k00e or ne eka eee © win IS alae Ree SE 
{DOO A009 te ene kw hall shee, > arblltey cess Alice ae een 
Lyoo ay W108 eee ae Spach ecopeet a ae en ; 
TeV a Wh ae eee Meets 10,8 
Pie SIATCES ae eh cae ROMA ae ye te 
(S06. AeAgsy beens oe Pel ee aren epetar sy Werekar char) fees 
TN eae cee? Dae aa bid eh lGiak opti eae eae 
8094 S800. of cee ae Loar Me heehee lai 63,7 
Sheaviay Weie Wek hyes kaeale eee errant Sosy 
DEES ia atin sora Sayre) eee eet a Oe 38,6 50,8 : 
SCUaY Wha. cit tstce een ae 29.3 | 44,9 58,5 75,3 
SAC amet mae he wok aa! cua) hea AG ieee ee oat an a 
ase fie 7.5, kane a 23,6. | 44,6 | 62,9 | Soom | ga73 
OOS Geeta en 1 ie ace euge see ao ll & ie RG a 
AOS: A-AOSO Area ke eee eee ie core 
KOSS A ToT ee et acl sicaele Pp eY ak ce eee ak co 
E500 BAB OD ae ve: cn sos oa She elf Cages op ere ee | eam 
AS 08 St muee sea a onl ere 19,7 35,0 43,7 ; 
Wede CI ee cee ; Maes Freee | ee eal 34,7 
BOOS 3 S00nt in amen Seen eee 15,4 31,9 : 
S006 a :BUlb ae . We ee ones 28,8 
Biel 2. BO oR crits a me cake eae 
Bios dk S102- eee a : — 38.3 
PhO Si.d: GLO) oor ba tee Rae 41,2 ‘ 
BAG dy BASS. Chan's Rekha ees 
Rae A SEO) Ce Bde oa week Bea 28.8 
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Ces chiffres donnent les courbes de la figure 4. 

Ces courbes montrent, quoique avec des degrés de précision 
bien différents, des maxima dans la méme région.de tempéra- 
ture. Elles produisent l’impression générale que la température 
optimale de la diastase est constante et, par conséquent, indé- 
pendante de la concentration en substrat. Pour faire ressortir 
cette indépendance de facgon plus précise, il faut des courbes 


8 


Salicin hydrolysed (%)——> 


10; 9205) 730, 740) 50° 60°C 
temperature ——> 


Substrate conc? M/5 to M/50 
En3yme cone? &x 10“r per cm? 


Fig 4-\ 


Fig. 4-10 : Substrate conc? = concentration du substrat. iy 4 
— Enzyme conc? ..... gr. par cm’ = concentration de l'enzyme...... gr. par cm3. 


de type uniforme, facilement comparables entre elles. On 
n’atteint ce but qu’en faisant varier la concentration de la dias- 
tase en méme temps que celle du substrat, car, ceteris 
paribus, ce qui détermine l'étendue de Vaction diastasique, 
c’est, comme le démontrent les courbes dactivité 1 et 3, le 
rapport du nombre de molécules de diastase au nombre 


donné de molécules de substrat, présentes dans le milieu 


de réaction. 


= wes 


874 ANNALES DE L°INSTITUT ASTEUR 


TABLEAU V, 


SALICINE HYDROLYSEE P. 100 EN 15 HEURES 
avec concentration moléculaire de substrat 


TEMPERATURES EXTREMES et concentration diastasique en grammes par cent. cube 
de 
chaque expérience M/5 M/10 M/15 | ™M/30 M/50 
341 X 10-5] 13,5 X10—-518,7x10—-9|5,7< 10-8 5x 10- 
ned | a 
SoG) pee ias ven ene tee a HAR ep pieces 
CURE RERBE "SG Gp eu sllo s see Aes 
Yeates We el Neuter io Mh clic, Soros | 18,8 
FOS A A Tob roe alent 35,0 
ASoUa ES9D re lateeol| our ciene 34,2 
SMe a Se ee ollie gs orc efter ssi Oe nt ce Cody acess Si 
[Sekc 2) Wal Mee. ee eee Ror ern ee ce eae ed 
ASO] Maed eon, so emreieteel| a cele rates i Vole | 40,3 
L808 A Tear cho te Pee a Rok. cg eee Ges 
QS OT MAC D DOOR Re ceyec nemaenes 46,1 
DOO ae ASI re M9 eto aoe ome Jah Ve) 5S WAT at ae ee RTE 
O6ol ar 2689 ete en wets mee se al OS age eas 
DA Nips BOL ewe se Ue calls. “ovo SPS rates | remote ae ale OWS Meash a 61,1 
PR Une tein eea pe aM abe 56,9 | 
JOO. eee ek rr te. s 62,2 | 
$000:8: 3008 MR scoot leat coe syd ask esti teaser waa 
pB008 Pent Pe ale ee a Fel it Ts Se ee GS 69,4 
SYCO A S196 soa cette coer ee by 
B205: hea aOSs aeaet toe eve rel ements 69 ,4 65,8 
CE ikem aah cemeine alin ans ee ee er cay eee ner 
BAOT A OOS em n enle em Ere aed ee Ce eens 5 ees 
Geese & boioo a = aes) Scouse oe Gare 
SOOO we ash Sy Pee ia i tay ee 694 | 
Shebtaest Al ie serine: ers ond on ee te Le 
3904 & 3999 wk Mees eee me ees De eS, 
HC LOM. So Gk be 60,5 58,3 | 
BOOS A Z300- Yieos ae Sasa 's 275.5 IN en Meee 
EL A a cee Tee Rae ee ee Pace en SS 
ESO 1h. ABOH Ss ore vy ete Peg de bee iets, Shes 
Kho) A AdOh gw 2s hotpiibe Sha te Uke canes ka eee 
R188 Bh 480. hw oh eae 43,3 
HS80h 4S ey te rare PE Gre eee e | SNS 
i er ee RaREe er yO ne te | 
400 A AO ng ct w|i ee ed Op ers Pee 
5002 <a taet see eae 4an0 
BASU cption oy cee alert is 35,6 
Bley Whlehi wh sea ee cues ee 30,7 
Teneo eens rection cs Ser et oe 
Badd BBO Fite Be wal ean ee eee eres Peer mew 
CER s euaet. Sian 33,6 } 
00s cu Oy Oana ane are oral 


En vue d’avoir des courbes assez prononcées pour que les 
points maxima soient nettement définis, j’ai voulu obtenir une 
hydrolyse de 70 p. 100 de substrat & la température optimale 
pour chaque dilution de substrat étudiée. Un examen rapide 
de la figure 3, dont les courbes ont été construites 4 la 
température d’environ +- 34 degrés, montre que pour obtenir 
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ces courbes de température optimale — en admettant pour 
Vinstant ce dont la figure 4 indique déja la probabilité, & savoir, 
que la température optimale est indépendante de la concentra- 
tion en substrat et-est située approximativement vers+-34 degrés 
— les quantités de diastase qu'il faut employer sont 1,55; 1,35; 
1,30; 1,70 et 2,50 milligrammes respectivement pour des con- 
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Fig.7-{ 
centrations de substrat : M/5, M/10, M/15, M/30 et M/50. 
Les résultats obtenus avec ces quantités sont résumés dans le 
tableau V. 

Avec les pourcentages de salicine hydrolysée pour ordonnées, 
et les températures pour abscisses, ces chiffres donnent les 
courbes représentées par les figures 5, 6, 7, 8 et 9. 

Un simple examen démontre que l’activité de la diastase 
atteint son point maximum dans ces cinq courbes entre les 
températures de -- 33° et + 34°5; en d’autres termes, que la 
température optimale se trouve au voisinage de 34 degrés, 
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ee 


et qu’elle est constante malgré les grandes variations de dilu- 
tion du substrat et les variations correspondantes de dilution 
de la diastase. 
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Fig.to-{ En3yme cone? 18x10 to 18x10 Gr per em? 


Il reste maintenant & examiner le cas o& la concentration en 
substrat reste constante tandis que celle de la diastase change. 
Cest en cela que consiste l'étude, proprement dite, de l’influence 
de la concentration en diastase sur la température optimale. 
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Bien que rendue peu nécessaire par ce qui précéde, cette der- 
niére expérience complete le travail. On choisit comme concen- 
tration de substrat M/30, et la température optimale est déter- 
minée dans une action de 15 heures de durée, avec des quan- 
tités de préparation diastasique, comprises entre 1,8 x 10~ et 
18 < 10~ er. par cent. cube. Les chiffres obtenus sont contenus 
dans le tableau VI. 


Tasieau VI. 


SALICINE HYDROLYSKE P. 100 EN 15 HEURES 
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TEMPERATURES EXTREMES avec concentration diastasique 
i en grammes par cent. cube 
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Ces résultats sont résumés dans les courbes de la figure 10. 

Les courbes de la figure 10, aussi bien que la courbe M/30 de 
la figure 4 et celle de la figure 8, démontrent que la tempéra- 
ture optimale de la diastase est partout la méme, qu'elle est, 
par conséquent, indépendante de la concentration en diastase. 
Il en est de méme, comme le démontrent deux des courbes de 
la figure 10, lorsque le rapport de la quantité de diastase a la 
quantité de substrat est plus que suffisant pour produire une 
hydrolyse totale du substrat au voisinage de la température 
optimale. Dans ces deux cas, le point optimal est imaginaire et 
correspond au point d’intersection des courbes représentant 
respectivement l’accélération et la destruction de la diastase par 
la chaleur, 

On peut donc dire que la température optimale de la sadic- 
nase d’amandes douces est indépendante, pour une action d’une 
durée connue, Ala fois de la concentration en substrat et de la 
concentration en diastase. Cette observation est-elle vraie pour 
tous les ferments? C’est 14 une question a laquelle j’espére pou- 
voir répondre bientét par de nouvelles expériences avec d'autres 
types de diastases. 

Je signalerai enfin un fait de quelque intérét, démontré inci- 
demment au coursde ces recherches. Tout récemment, M. Gabriel 
Bertrand et moi (1) avons trouvé, comme température optimale 
de la saliconase d’amandes douces, 42°5, dans une action de 
15 heures de durée — la concentration du substrat étant M/27,4 
— cest-ai-dire une température optimale qui dépasse de 8°5 
celle de la préparation dont je m’occupe aujourd’hui. Done une 
méme diastase qui provient de sources différentes peut non 
seulement se comporter différemment sous l’influence de la 
température, mais il faut s’attendre aussi a des variations dans 
des préparations qui ont la méme origine. 


(ONDoe cit 


CONTRIBUTION A L’ETUDE DU GONOCOQUE 
par P. FORGEOT 


(Travail du laboratoire de M. Morax). 


La plupart des auteurs attachent a la recherche imaginée 
par V, Lingelsheim, pour le diagnostic différentiel des microbes 
du groupe gonocoque, méningocogue, catarrhalis, une tres grosse 
importance. On sait que cette méthode est basée sur les pro- 
priétés fermentatives des microbes vis-a-vis des sucres; celles- 
ci sont appréciées par le « virage » au rouge plus ou moins 
accusé de la teinture de tournesol dont le milieu de culture 
sucré est additionné. On résume, généralement, l’action sur les 
sucres. des trois microbes dans le tableau suivant : 


a eI a B 
So os oeen eee sve ete 
= Ss 
MICROBES ES = S Zz 8 2 5 2 3 
a ae a < p S) = o zy 
a ‘S| BS 4 a SI al 4 cs 
n 
Méningocoque.| + 0 0 0 0 ae 0 0 
Catarrhalis . . 0 0 0 0 0 0 0 0 
Gonocoque . .| + 0 0 0 0 0 0 0 0 


YS ASIF SPY ETE OE SEE OI EE SS PT ELD LAE IS LTT EE LE EL 


On voit que : le catarrhalis ne fait fermenter aucun sucre ; 
le gonocoque fait fermenter uniquement le dextrose, le ménin- 
gocoque fait fermenter a la fois le dextrose et le maltose. 

M. le D' Morax, qui a pratiqué de tres nombreuses recherches 
sur les caractéres fermentatifs des gonocoques provenant soit 
de l’urétre, soit, plus souvent, de l’wil, avait toujours vu jusqu ici 
se vérifier la régle posée par V. Lingelsheim. 

Awcours de recherches sur la toxine gonococcique, nous avons 
examiné également un grand nombre d’échantillons de gono- 
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coques, et nous avons eu la surprise de constater que l'un d’eux, 
que nous dénommerons « Vid... », avait la curieuse propriété 
de faire fermenter d’une facon fort nette a la fois le dextrose et 
le maltose. Ce gonocoque a été isolé d’une ophtalmie par 
M. Morax, dans son service de l’hépital Lariboisiére. 


Il s’agissait d’un enfant de quatre ans, Vid..., qui fut présenté le $8 novembre 
1912, pour une conjonctivite purulente hilatérale avec sécrétion assez abon- 
dante, mais sans lésions de la cornée. L’examen de la sécrétion montrail 
laspect typique des gonocoques intracellulaires, et le tube de gélose ascite 
ensemencé donna en vingt-quatre heures de nombreuses colonies ayant tous 
les caractéres du gonocoque. L’enfant fut trailé a la consullation et son 
affection ne présenta aucune particularité. L’étiologie de son infection oculaire 
n’avait pu étre précisée. Le seul renseignement obtenu indiquait l’existence 
de pertes blanches assez abondantes chez la mére de lenfant. L’examen 
bactériologique de ces pertes ne fut pas pratiqué. 


Nous avons alors recherché comment ce gonocoque se com- 
portait vis-a-vis d’autres sucres, et nous avons vu qu'il faisait 
fermenter également le galactose et la dulcite. Voici, par com- 
paraison avec le tableau précédent, la série des réactions sucrées 
du gonocoque « Vid... » 


ical <i Ll - 
o 6 bf Soha) 2) Paipea ee eee 
MICROBES a 5 8 z gS S & = 3 
A ie = e 5 5 2 < z 
a 4 = = = < a = = 
Méningocoque.| + 0 0 0 0) 9 + 0 0 
Catarrhalis. . 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
(ronocoque . .| + 0 0 0 0 0 0 0 0 
Rta a” aes Saag ees + 0 a 0 oe 0 + 0 0 


Nous sommes done en présence d’un microbe qui, par son 
origine et son histoire clinique, parait étre nettement un gono- 
coque el qui, par ses réactions sucrées, se rapproche du ménin- 
gocoque. 

Ce microbe appartient-il &l’une de ces deux espéces ou & une 
espeéce différente? 

Il y a lieu de remarquer, en faveur de la premidre hypothése, 


‘ =" 
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que l’affection humaine dont il a été isolé a présenté les carac- 
teres habituels de Vinfection blennorragique, avec cette restric- 
lion qu’il s’agissait d’un enfant male, infecté directement dans 
sa muqueuse oculaire sans infection urétrale. On rencontre 
parfois des cas de ce genre dus & une contamination indirecte 
par les linges ou objets de toilette. En admettant Ja nature 
gonococcique des pertes maternelles, l’infection de l’enfant 
s’expliquerait par le transport du pus vaginal. 

On ne connait, d’ailleurs, qu'un trés petit nombre d’obser- 
vations ot: d'autres agents infectieux morphologiquement ana- 
logues au gonocoque (diplocoques ne prenant pas le Gram) ont 
6lé considérés comme susceptibles de produire Vophtalmie 
purulente (pseudo-gonocoques de Brons). Frenkel a bien cité 
un cas d’infection conjonctivale par le méningocoque, mais cette 
étiologie n’a généralement pas été admise. 

Les essais d’agglutination de notre microbe par le sérum 
antiméningococcique ont été nettement négatifs aux taux 
ci-aprés : 1/10, 1/20, 1/50, 1/100, méme apres 12 heures. 

Dans le but de rechercher s’il existait des caractéres diffé- 
rentiels entre le gonocoque « Vid... » et un gonocoque de 
méme origine, nous avons éludié parallélement les résultats de 
Vinoculation de ce premier microbe (vivant ou mort) avec ceux 
fournis par Vinoculation du gonocoque « Leroy », provenant 
dune ophtalmie gonococcique de l’adulle. 


Microszs vivants. — Sujet d’expérience : cobaye de 300 a 350 grammes. 

a) Sous la peau. La valeur d'une spatule ordinaire de gonocoque « Vid... » 
représentant le grattage de la surface d’un tube de culture de 24 heures sur 
gélose-ascite, détermine, le lendemain, l’apparition d’un cedeéme du volume 
d'une noix au niveau duquel la peau est rouge vif; cet cdéme augmente, 
et, aprés 36 heures, on voit apparaitre une petite eschare ayant les dimensions 
dune lentille, puis l'@edéme diminue, l’eschare tombe le 4° jour et laisse 
sourdre une goutte de pus. — Méme lésions avec le gonocoque Leroy. 

b) Dans la veine. La moitié de la dose précédente détermine la mort dans 
la nuit; 4 l’autopsie, on note simplement une congestion violente des pou- 
mons. — Mémes lésions avec le gonocoque Leroy. 

c) Dans le péritoine. La méme dose que dans la veine donne la mort dans 
la nuit. A lautopsie, on trouve un abondant exsudat périlonéal qui, ense~ 
mencé, donne des cultures du gonocoque. Le sang au cceur est stérile. — 
Mémes lésions avec le gonocoque Leroy. 


Microsgs morts. — Ces microbes, obtenus par le raclage des cullures sur 
boites de Roux, sont mis 4 dessécher pendant 48 heures sur boites de Petri, 
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dans le vide sulfurique, puis triturés dans un mortier stérile, pour les réduire 
en poudre fine. 

a) mane seus-culanées. Nous avons injecté les doses suivantes de 
« Vid... » 22, 1 et 1/10 de centigramme. Seules les doses de 2 et 1 centi- 
gramme oe des lésions appréciables qui peuvent se résumer ainsi : le 
lendemain, ced®me mou variant, suivant la dose, d'une noix a une noisette ; 
tache violette & la peau dont les dimensions varient de 1 millimétre 4 0™™50; 
3 jours aprés, l’eschare, d’abord humide, commence a sécher, puis s’élimine 
avec le 5° jour. L’abcés se cicatrise tres rapidement. Avec des doses supé- 
rieures 4 5 centigrammes, on tue le cobaye en 12-24 heures. 

b) Injections intraveineuses. Les doses de 2, 1 centigramme du gonocoque 
« Vid... » déterminent la mort dans la nuit. Si on force la dose (5 centi- 
grammes et au-dessus), ona la mort en quelques minutes (30 minutes habi- 
tuellement) ; l'animal titube immédiatement, présente de l’apnée, puis tombe 
sur le coté et meurlt. A l'autopsie, on trouve la rate hypertrophiée et noiratre, 
le foie congestionné, ainsi que les reins; l’intestin est normal. 

Au-dessous de 1 centigramme, la mort est plus tardive; avec 1/10 de centi- 
gramme, on a la mort en 24 heures une fois sur deux. Cest la dose minima 
morlelle. 

Le gonocoque Leroy donne les mémes lésions aux mémes doses. 


Au cours de ces inoculations, un certain nombre d’animaux 
ayant résisté, nous nous sommes demandé s’ils n’auraient pas 
acquis une certaine immunité vis-a-vis de doses plus élevées. 


Notre premier essai a porté sur le cobaye, dont 4 avaient été injectés dans 
la veine aux doses de 1/10 et 1/100 de centigramme et 2 sous Ja peau ala 


dose de 2 centigrammes. Tous recurent, dans la veine, 1/2 centigramme, dose 
surement mortelle dans la nuit. 


Voici les résultats : 


PREMIERE INJECTION DEUXIEME INJECTION we 
(27 décembre.1912) (17 janvier 1913) RESUBTATS 


ee re | 


2 centigr. sous la peau . . Gis couueE eee la veine. ao one a ee 


r . f : “1/2 centigr. dans la yeine.|Résiste 

1/10° centigr. dans la veine.|¢ 8 VRS: : 

| g S < Id. Résiste. 

1/100 centier. dans la veine.|7 2/2 centigr. dans la veine.} Résiste. 

/ g 8 < Id. Résiste. 
emis / 1/2 centigr. dans la veine.|Mort dans la nuit. 
“IPSS Id. Mort dans la nuit. 


Il résulte de cet essai que l’injection sows-cutanée de doses 
assez Glevées de microbes morts ne confére aucune immunité, 
alors que l’injection intraveineuse, méme & dose faible, permet 


ce ae 
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aux animaux de résister 4 une dose, mortelle dans la nuit, pour 
les témoins. 


Nous avons répété cet essai d’immunisation sur 6 nouveaux cobayes en 
commengant par le 1/100 de centigramme (le 1/10 de centigramme amenant 
parfois la mort, comme nousl'avons dit plus haut): l'un de ces animaux est 
mort accidentellement. 


Nous résumerons, dans le tableau ci-dessous, cette expé- 


rience. 


NUMEROS 
des Cobayes 


DATE ET DOSE 


fi avril 1913 : 
4/100¢ centigr. 


ice symptome. 


davril- 1913": 
4/100e centigr. 


aucun symptome. 


9 avril 1943 : 
1/100° centigr. 


aucun symptome. 


9 avril 1913 : 
4/100 centigr. 


aucun symptome. 


4/400 centigr. 
aucun symptome. 
9 avril 1913 : 
4/100e centigr. 
Rien. 


Jre injection. 
Témoin 


de la 
2e¢ injection. 


3e injection. 


! 
} 
: 
| 
i 
| 
) 


DATE ET DOSE 


2 mai 1913: 
1/10° centigr. 


aucun symptome. 


2 mai 1943 : 
4/10° centigr. 


aucun symptome. 


2 mai 1943 : 
1/10° centigr. 


aucun symptome. 


2 mail 1913 : 
1/10¢ centigr. 


aucun symptome. 


2 mal 1913 ; 
4/10 centigr. 


aucun symptome. 


» 


2 mai 1943: 
1/100° centigr. 
Trés mal le soir 


mais se remet dans 


la nuit. 


» 


DATE ET DOSE 


de la premiére injection] de la deuxiéme injection|de la troisiéme injection 


46 mai 1913 : 
1/2 centigr. 
aucun symptome. 
146 mai 1913: 

4/2 centigr. 
aucun symptome. 
46 mai 1913: 
1/2 centigr. 
aucun symptome. 
16 mai 1913: 
1/2 centigr. 
aucun symptome. 
16 mai 1913 : 
1,2 centigr. 
aucun symptome. 


46 mai 1943: 
1/2 centigr. 


mort dans la nuit. 


Ces 5 cobayes ont enfin recu une 4° injection intraveineuse 
de 1 centigramme le 28 mai 1913. Tous ont succombé dans la 


nuit. 


Conclusion. — On peut arriver & donner au cobaye, par injec- 
tion intraveineuse de petites doses faiblement croissantes de 
microbes morts, une certaine immunilé. 

Avant la 4° épreuve, nous avons prié M.M. Nicolle de prélever 
une cerlaine quantité de sang du coeur du cobaye 67 F; le len- 
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demain, nous retirons le sérum qui a exsudé (1/2 cent. cube) 
pour rechercher s'il posséde un pouvoir antitoxique appréciable 
im vivo. Voici le résultat de cette expérience : 


84 F. Injeclion intraveineuse du ( 1/2 centigr. Vid... 
mélange. -- 1/2 centigr. sérum cobaye 67 F. 
Mort dans la nuit. 
86 F. Témoin. Injection intraveineuse de 1 centigr. Vid... 
Mort dans la nuit. 


L’immunité conférée au cobaye n’est done pas appréciable 
par mélange du sérum et du microbe mort (dans les conditions 
de l’expérience). 


CONCLUSIONS GENERALES. 


1° Si on admet que le microbe étudié est un gonocoque, la 
regle donnée par V. Lingelsheim ne serait pas absolue ; 

2° La méthode d’agglutination doit compléter toujours cette 
premiére épreuve ; 

3° L’immunisation du cobaye par les microbes morts pourra, 
sans doute, fournir aux chercheurs d’utiles indications pour 
Videntification de l’espéce microbienne isolée. Il ett été, en 
effet, intéressant de voir si l'immunité conférée au cobaye était 
spécifique du microbe « Vid... », ou si elle se manifestail éga- 
ment a l’égard du gonocoque « Leroy » et non vis-a-vis du 
méningocoque. Des circonstances indépendantes de notre 
volonté nous ont empéché de poursuivre ces recherches. 


Le Gérant : G. Masson. 
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